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Laboratoire d'accueil: 

Le travail présenté au cours de cette thèse a été réalisé au sein de l'Unité INSERM U 167, 

à l'Institut Pasteur de Lille, sous la direction du Prof. André CAPRON et plus particulièrement 

sous la responsabilité du Dr. Gilles RIVEAU, dans le groupe d'ImmunoPharmacologie 

Vaccinale. 

Depuis de nombreuses années, l'équipe du Prof. André Capron s'attache à mieux 

comprendre les relations cellulaires et moléculaires complexes entre le parasite schistosome et 

son hôte. Les travaux menés dans ce sens ont aboutit à la caractérisation de protéines 

parasitaires prometteuses dans l'élaboration d'un vaccin contre les schistosomiases. En 

particulier, l'immunisation avec les enzymes de la famille des Glutathion S-Transferases (GST) 

des différentes espèces de schistosomes a montré une grande efficacité de protection dans de 

nombreux modèles animaux. Cette vaccination permet non seulement de réduire la charge 

vermineuse mais principalement de neutraliser la fécondité des vers ce qui aboutit à la prévention 

de la pathologie bilharzienne. 

Afin de confronter les données expérimentales et les observations épidémiologiques de 

"terrain", les réponses immunes humorale et cellulaire spécifique à la Sm28GST ont été 

évaluées chez des populations infectées par S. mansoni au Kenya, au début des années 1990. 

Ces études montraient que la réponse immune anti-Sm28GST pouvait participer à l'acquisition 

d'une résistance à la réinfection. En revanche, aucune étude concernant la réponse immune 

spécifique à la Sh28GST (GST de 28 kDa de S. haematobiwn) n'avait été réalisée chez des 

populations infectées. 

Les très nombreux résultats acquis au laboratoire ont conduit en 1998 à la mise en place 

des premiers essais cliniques contre la schistosomiase, nommés BILHV AX. Dans un premier 

temps, l'objectif était de tester l'innocuité et l'immunogénicité du candidat vaccinal Sh28GST 

chez des volontaires sains (Phase la; Centre d'Investigation de Lille) puis chez des enfants non 

infectés mais vivant en zone d'endémie (Phase lb; Programme ESPOIR, St-Louis du Sénégal). 

L'Institut Pasteur de Lille, représenté par le Prof. A. CAPRON, était l'investigateur principal de 

la Phase la et le promoteur de la Phase 1 b. Le Dr. Gilles RIVEAU a coordonné la mise en place 

et la réalisation de ces deux essais et la Phase 1 ba été monitoré par le Dr. J. DE BONT. J'ai eu 

le privilège de participer activement à ces deux essais cliniques en travaillant à l'élaboration des 

protocoles et au suivi des études d'immunogénicité. Les résultats très encourageants, tant d'un 

point de vue de l'innocuité que de l'immunogénicité, obtenus au cours de ces Phases 1 nous ont 

permis d'envisager la réalisation des Phases II chez des individus infectés. 
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L'objectif de cette thèse s'inscrit donc dans la démarche d'une stratégie vaccinale contre 

les schistosomiases. Plus particulièrement, notre objectif est d'évaluer la réponse immune 

spécifique au candidat vaccinal Sh28GST chez des populations infectées. La composante 

"terrain" de mon travail de thèse a été réalisée au Laboratoire d'Immunologie Cellulaire de Sor à 

St-Louis du Sénégal dans le cadre du Programme ESPOIR (programme du lutte contre les 

bilharzioses dans la vallée du Fleuve Sénégal), dirigé par le Médecin-Chef de la Région 

Médicale de St-Louis, le Dr. M. NIANG puis le Dr. A. LY. J'ai eu l'opportunité de commencer 

cette thématique de recherche à St-Louis en 1995 en tant que Coopérant au Service Nationale 

puis d'être responsable des études immuno-épidémiologiques menées dans le laboratoire de Sor 

depuis 1996. Cette responsabilité a fait l'objet de l'encadrement de Denis To Van, Nicolas 

Milliard et Maxime Hervé, coopérants rattachés au Laboratoire de Sor (1996-2000). 

Les études immunologiques de notre travail étaient intégrées aux études 

épidémiologiques réalisées par l'équipe du prof. J. VERCRUYSSE et organisées notamment 

par le Dr. M. PICQUET puis le Dr. D. DE CLERCQ. 

Collaborations 

Nos études immuno-épidémiologiques n'auraient pas pu être réalisées sans la 

collaboration précieuse de l'Institut Pasteur à Dakar, et en particulier avec le Prof. O. 

GARRAUD qui a assuré notamment la formation en immunologie cellulaire des coopérants du 

laboratoire de Sor. 

Il était important d'évaluer la réponse immune spécifique à la Sh28GST chez des 

populations infectées mais vivants dans d'autres foyers que ceux du Sénégal. Ceci a pu être 

réalisé en collaboration avec le Dr. Denis BOULANGER du CERMES (Centre de Recherche 

sur les Méningites et les Schistosomoses; dirigé par le Dr. J.P. CHIPPAUX) à Niamey (Niger). 

Ce programme avait notamment pour objectif d'analyser l'évolution de la réponse immune 

spécifique après traitement par le praziquantel suivi d'une période de réinfection par S. 

haematobium. 

Les études immuno-épidémiologiques réalisées au cours de cette thèse ont nécessité une 

analyse statistique approfondie et relativement complexe. La collaboration avec le Dr. Helen 

GYUATT de l'Université d'Oxford nous a apporté une aide importante. 

En outre, un projet concernant le rôle de l'IL-7 au cours de la schistosomiase a été initié 

par les Dr. Isabelle WOLOWCZUK et Olivier ROYE (CNRS URA 1854, Institut Pasteur de 

Lille). Les données obtenues dans les populations infectées au Sénégal ont été confrontés aux 

résultats observés dans des modèles expérimentaux. Cette complémentarité intéressante a permis 

de commencer une collaboration plus large avec cette équipe de recherche. 
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Un aspect de recherche plus fondamental de mon travail a pu être développé grâce à 

l'aide du Dr. Jean-Claude MANI de la Faculté de Pharmacie de Montpellier (CNRS UMR 

9921). Cette collaboration a pennis d'évaluer l'affinité de liaison entre la Sh28GST et les 

honnones stéroïdiennes par l'utilisation de la technologie BIACORE. 

Des collaborations ont également été développées au sein de l'Unité INSERM U167. En 

particulier, l'influence de la co-infection par Plasmodium falciparum sur la réponse immune 

développée chez des individus infectés par S. haematobiwn a été étudiée avec Véronique 

ANGEL! (groupe du Prof. Monique CAPRON). Enfin, une collaboration avec Catherine 

CETRE-SOSSAH (groupe du Dr. Jamal KHALIFE) a pennis de caractériser la réponse immune 

spécifique à la Sh28GST induite après immunisation de rats par la préparation vaccinale 

BILHVAX. 

Enfin, j'ai le privilège d'être membre du Schistosome Vaccine Network (SVN; action 

concertée de la Communauté Européenne; contrat IC 18CT98-0360) qui a été initié en 1998 et est 

organisé par le Dr. G. RIVEAU. L'objectif principal de ce réseau européen est de coordonner la 

recherche de laboratoire et celle du terrain dans le cadre d'un développement d'un vaccin contre 

la schistosomiase. Plusieurs équipes de recherche composent le SVN: Institut Pasteur de Lille 

(Dr. G. RIVEAU, responsable du SVN; DR. J. DE BONT, secrétaire), Université de Gand 

(Pr. J. VERCRUYSSE), University of Edinburgh (Pr. M. WOOLHOUSE), University of 

York (Pr. A. WILSON), Institute of Tropical Medecine (Anvers, Dr. B. GRYZEELS), Centro 

de Pesquisas R. Rachou (Brésil, Dr R. CORREA-OLIVEIRA), Kenya Medical Research 

Institute (Dr. K. GACHUHI) et CERMES-OCGE (Niger, Dr.D. BOULANGER). 

Financements 

Les études immuno-épidémiologiques menées dans la région du Fleuve Sénégal ont pu être 

réalisées grâce au soutien financier de: la Communauté Européenne (Contrats INCO-DC 

IC18CT960041 et IC18CT970240); du Ministère de la Coopération Française (Contrat FAC 

88/CD/9101); et de la Région Nord-Pas-de-Calais. 

Les essais cliniques BILHV AX sont soutenus par: l'INSERM et la Communauté Européenne 

(Projet de Démonstration BIOTECH, BIOCT98-0219). 

Le travail réalisé dans l'Unité 167 n'aurait pu être mené à bien sans le soutien de: l'Institut 

Pasteur de Lille et de l'INSERM. 

Enfin, j'ai bénéficié d'une bourse doctorale de 3 ans de la Région Nord-Pas-de-Calais (co

financement avec l'Institut Pasteur de Lille) puis d'un contrat de co-coordinateur du 

Schistosome Vaccine Network (année 2000). 
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1) Les Scbistosomiases: 

Les schistosomiases ou bilharzioses sont des infections parasitaires à transmission 

aquatique. Ces infections sont engendrées par la présence dans les vaisseaux sanguins de vers 

trématodes à sexes séparés qui pénètrent chez l'homme par voie transcutanée. Les vers femelles 

émettent des oeufs dont une partie est éliminée dans les excréments, selles ou urines, selon 

l'espèce en cause. L'autre partie des oeufs est emprisonnée dans les tissus de l'hôte et est à 

l'origine de la pathologie bilharzienne. 

Cinq espèces du genre Schistosoma sont parasites de l'homme : 

Schistosoma haernatobium, agent de la bilharziose urinaire 

S. mansoni, bilharziose intestinale 

S. intercalatum, bilharziose rectale d'Afrique Centrale 

S. japonicum, bilharziose artérioveineuse sino-japonaise 

S. mekongi, bilharziose intestinale de la péninsule indochinoise 

Les schistosomiases sont des maladies endémiques des regwns tropicales et 

subtropicales qui touchent 76 pays. Cette infection constitue à l'heure actuelle un problème 

grave de santé publique dans les pays en voie de développement où elle représente la seconde 

endémie parasitaire après le paludisme. Maladie chronique insidieuse, la bilharziose est peu 

dépistable aux stades précoces. Sa transmission est particulièrement liée à l'agriculture et aux 

systèmes d'approvisionnement en eau. Il s'agit typiquement d'une maladie de la pauvreté car les 

conditions de vie dans les pays touchés génèrent la propagation de l'infection, et les malades 

n'ont pas accès à des soins appropriés ni à des mesures efficaces de prévention. 

Même si des progrès ont été réalisés dans certains pays, les derniers chiffres provenant 

de l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) indique l'importance du problème: 

-Population à risque: 500-600 millions 

-Population infectée: 200 millions (en 1947, l'estimation était de 114 millions) 

-Malades: 20 millions souffrent d'une pathologie sévère 

- Mortalité : 500 000 personnes chaque année. Cette mortalité est principalement causée 

par les cancers de la vessie (bilharziose urinaire) et la fibrose hépatique (bilharziose intestinale). 

La lutte contre la bilharziose est essentiellement basée sur les différents moyens 

d'interrompre le cycle du parasite. Ainsi, de nombreux organismes internationaux ont mis en 

place des programmes destinés à la prévention, à la surveillance épidémiologique, à la 

chimiothérapie et à la recherche d'un vaccin. L'avancée majeure dans cette lutte est venue de 

l'application massive d'une chimiothérapie efficace depuis 1975. Malgré tout, ce seul traitement 

ne semble pas diminuer la prévalence de cette parasitose, essentiellement parce qu'il n'empêche 

pas la réinfection, souvent quotidienne dans les régions endémiques. Le développement de 
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stratégies vaccinales constitue donc un objectif majeur dans le contrôle de la schistosomiase. En 

particulier, la mise au point d'un vaccin prévenant l'apparition de la pathologie représente une 

orientation prioritaire pour de nombreux groupes de recherche. Le sujet de cette thèse s'inscrit 

dans cette démarche. 

1.1) Le Parasite et son Hôte: 

1.1.1) Historique 

L'infestation bilharzienne est connue, dans la vallée du Nil, depuis des millénaires 

puisque des oeufs calcifiés ont été retrouvés dans la région pelvienne de momies égyptiennes. 

Pendant la campagne d'Egypte, des soldats de Napoléon furent atteints d'hématuries (présence 

de sang dans les urines). Le ver fut découvert par Théodor Bilharz dans les veines 

mésentériques d'un égyptien du Caire en 1851. Il démontra par la suite que ces vers pondaient 

des oeufs qui s'éliminaient avec les urines (Bilharz, 1852). Cependant, il ne distingua pas S. 

haematobium de S. mansoni. Ce fut Manson qui, en 1893, soupçonna que les helminthes dont 

les oeufs présentaient un éperon latéral (S. mansoni) étaient différents de ceux chez qui l'éperon 

est terminal (S. haematobium). Il identifia ainsi la présence d'oeufs de S. mansoni dans les 

selles d'un sujet des Caraibes d'origine africaine (Manson, 1902). Les années suivantes, la 

forme intestinale de la maladie fût décrite à Porto Rico, au Brésil et au Venezuela. Sambon 

proposa alors le nom de S. mansoni pour le parasite produisant des oeufs à éperon latéral 

(Sambon, 1907). 

L'espèce intercalatum fût donné par Fisher en 1934 pour décrire l'agent d'une 

bilharziose intestinale dont les oeufs, retrouvés dans les selles d'individus en Afrique Centrale 

(Zaïre), présentaient un éperon terminal. Il a été fait mention pour la première fois de S. 

japonicum par Fuji, au Japon en 1847 (Fuji, 1847) mais c'est Kasaï qui découvrit les oeufs du 

parasite dans les selles en 1903. Fudjinami, en 1904, localise le ver dans la veine porte et 

Katsudara le décrit chez des chats et des chiens infestés (Katsudara, 1904 ). Le premier cas 

chinois est rapporté par Logan en 1905. La bilharziose à S. mekongi a été décrite dans le sud de 

la Thai1ande en 1950 et attribuée à S. japonicum. D'autres cas ont été vus par la suite dans la 

vallée du Mékong. 

C'est en 1909 qu'il a été établi que la peau constitue la porte d'entrée des parasites 

(Fujinami et al., 1909) confirmant les première observations d'Allen (Allen, 1888). Enfin, les 

travaux de Leiper au Japon et en Egypte ont permis d'aboutir à la description du cycle complet 
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des schistosomes. Ils montraient clairement l'existence d'espèces distinctes de schistosomes 

pénétrant par la peau sous fonne larvaire et transmises par différents gastéropodes d'eau douce 

(Leiper et al., 1915). 

1.1.2) Taxonomie 

Les schistosomes sont des vers plats hématophages appartenant à : 

-l'embranchement des Plathelminthes: vers plats non segmentés 

- la classe des Trématodes : appareil digestif avec caecum 

- la sous-classe des digènes : deux hôtes 

- le super-ordre des prostomata : bouche antérieure 

-l'ordre des distomes :deux ventouses (buccale et ventrale) 

- au sous-ordre des schistosomoidea : deux sexes séparés 

- la famille des Schistosomatidae : furcocercaires libres 

- au genre Schistosoma 

Chez les helminthes, l'embranchement des plathelminthes représente sans doute l'un des 

groupes d'animaux les plus primitifs à présenter une symétrie bilatérale, caractéristique 

commune de toutes les fonnes animales évoluées. Au niveau de la classification, nous pouvons 

nous rendre compte de la position charnière des schistosomes. Ces parasites peuvent être 

considérés comme appartenant aux plus évolués des organismes primitifs ou comme membre 

des plus primitifs des organismes évolués. 

Contrairement à l'immense majorité des trématodes, les schistosomes ont des sexes 

séparés et présentent un très fort dimorphisme sexuel. Cependant, il semble que le schistosome 

soit malgré tout capable d'hermaphrodisme (Basch et al., 1990). Chez le schistosome, 

l'accouplement est pennanent, le mâle loge la femelle dans son canal gynécophore. Sans cet 

accouplement, les femelles restent de petite taille et sont incapables de parvenir à maturité 

sexuelle (Basch et al., 1990). Le mâle n'a besoin, ni d'être fertile, ni d'être de la même espèce, 

pour induire la maturation des femelles. 
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1.1.3) La relation hôte- parasite 

Par· définition, les parasites vivent aux dépends de leur hôtes. D'une part, les parasites 

doivent tirer leurs éléments nutritifs du sang de leur hôte et ainsi les schistosomes utilisent pour 

leur métabolisme: du glucose, du cholestérol, des acides gras et des facteurs de croissance 

dérivés de leur hôtes (Bas ch, 1991 ). D'autre part, une forme d'équilibre est atteinte pour que le 

parasite ne porte pas de préjudices trop importants à son hôte, qui pourrait signifier une perte de 

son habitat ou de sa niche écologique. Ainsi, de nombreuses maladies parasitaires, telles que les 

schistosomiases sont chroniques et n'évoluent que lentement vers des formes pathologiques 

graves, après de nombreuses années d'infection. 

En plus de l'utilisation à leurs fins de produits de leur hôte, les parasites ont su tire profit 

de leur hôte au cours de leur évolution commune et ainsi développer des mécanismes de 

communication extrêmement élaborés. Un véritable langage moléculaire s'établit donc durant les 

différentes étapes de migration et de maturation du parasite dans son hôte afin d'atténuer les 

défenses immunitaires développées par l'hôte. A ce titre, les schistosomes semblent avoir mis 

en place un ensemble de stratégies moléculaires visant à se prémunir des agressions de l'hôte. 

Citons quelques exemples : la variation antigénique, le camouflage avec des molécules de l'hôte, 

un équipement enzymatique très évolué afin de détoxifier les composés oxydants néfastes 

(Capron et al., 1995). 

1.1.3.a) Les vrindvales espèces de schisrosomes infectant l'homme 

Le genre Schistosoma rassemble 19 espèces (Ripert, 1998) dont cinq sont des parasites 

de l'homme : S. haematobium, S. mansoni, S. intercalatum, S. japonicum et S. mekongi. Trois 

d'entre elles, S. haematobium, S. mansoni et S. japonicum constituent une menace plus grave 

pour la santé publique du fait de leur fréquence, de l'étendue de leur distribution et de leur 

pathogénicité. La distinction entre les espèces est basée sur des critères morphologiques des 

oeufs, qui peuvent être ovales et munis d'un éperon latéral (S. mansoni), ovales et munis d'un 

éperon terminal (S. haematobium, S. Intercalatum) mais aussi des paramètres parasitologiques 

(localisation géographique, hôtes intermédiaires et définitifs) et pathologiques (localisation 

tissulaire). 

Les caractéristiques des quatres espèces majeures sont présentées dans le tableau suivant: 
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Caractères distinctifs des quatres espèces Schistosoma infectant l'homme: 

S. mansoni S. haematobium S. intercalatum S. Japonicum 

v ~rs ad11lt~s 
localisation Veine mésentérique Plexus veineux Veine mésentérique Veine mésentérique 

inférieure vésical inférieure 
, . 

su pen eure 

Mâles 
longueur (mm) 6-13 10-15 11-14 10-20 
largeur (mm) 1,10 0,90 0,30-0,40 0,55 
testicules (nbre) 4-13 4-5 2-7 6-7 
tubercules gros fins fins absents 

Femelles 
longueur (mm) 10-20 16-26 10-14 20-30 
largeur (mm) 0,16 0,25 0,15-0,18 0,30 
ovaires (position) avant arrière arrière médiane 
utérus (posit.,long.) avant, très court avant, long avant, long avant, court 

Oeyfs 
forme ovale ovale ovale ronde 
taille 61 x 140 62 x 150 61 x 176 60 x 100 
éperon latéral terminal terminal latéral (réduit) 
nbre pondu/jour/fe. 100-300 20-300 150-400 3500 
voie d'élimination côlon/rectum vessie rectum intest. grêle/colon 
voie d'excrétion selles unne selles selles 

Hôte intermédiaire Biomphalaria Bulinus Bulinus Oncomelania 

Hot~ dtfinitif Homme, Homme Homme, Homme, 
(majeur) rongeurs rongeurs animaux 

d'élevage 

Roi~ patb!u:~n~ Bilharziose Bilharziose Bilharziose Bilharziose 
intestinale uro-génitale rectale artério-veineuse 
héEato-sElénigue héEato-sElénigue 

Il est à noter que des appariements interspécifiques au sein d'un même hôte peuvent 

entraîner l'apparition d'hybrides. Ces hybrides vont influencer l'hétérogénéité génétique des 

populations naturelles de parasite, ceci pouvant aboutir à des conséquences possibles sur le 

pouvoir infectieux de chaque espèces. Ainsi, l'évolution de la prévalence des porteurs hybrides 

S. haematobiwn - S. intercalatwn entre 1984 et 1992 au Gabon est en faveur du développement 

de nouvelles formes d'infection (Richard-Lenoble et al., 1993). Dans le cas de formation d'un 

couple hybride, la localisation du ver mâle détermine le lieu de la sécrétion des oeufs (urine ou 

selles) alors que la forme des oeufs pondus (éperon terminal ou latéral) est déterminée par la 

femelle. 
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Animaux : réservoir naturels des sçhistosomiases 

La plupart des espèces respecte une certaine spécificité d'hôte. Néanmoins, certains 

mammifères sont infestés occasionnellement et d'autres constituent un authentique réservoir du 

parasite pouvant ainsi entretenir l'infestation entre eux, sans la présence de l'homme. Mais dans 

la plupart des cas, des animaux domestiques qui sont fréquents dans les régions endémiques 

représentent de véritables réservoirs mammifères naturels. 

Par exemple, de nombreux rongeurs hébergent S. mansoni comme le rat sauvage Rattus 

rattus, particulièrement sensible à cette infection (Combes et al., 1981). En Guadeloupe, ce 

rongeur vie dans la mangrove et est souvent parasité au voisinage des habitations (Rioux et al., 

1977). Au Zaïre, le rat noir est infesté ainsi que de nombreux autres rongeurs sauvages 

(Pitchford, 1977). Au Sénégal, dans la région de Richard-Toll, différentes espèces de rats 

(Arvicanthis niloticus, Mastomys hubert{) ont été trouvés porteurs de S. mansoni et d'autres 

espèces étaient même sensibles à une infection pathologique (Mastomys erythroleucus, Mus 

musculus) (Sené et al., 1996). Des mammifères, autres que des rongeurs sont aussi des hôtes 

de ce parasite en Afrique. Il s'agit surtout de primates (Cercopithèques, babouins), mais 

également de bovins ou ovins. Dans le cas de S. japonicum, les réservoirs animaux sont assez 

diversifiés : les bovins domestiques, les porcs, les chiens et les rats. En Indonésie, cinq espèces 

de rongeurs et certains animaux domestiques (vaches buffles, chiens, chevaux) sont infestés par 

ce parasite. 

Vu leur haut degré d'infection (plus élevé quelquefois que celui des populations 

humaines) et de leur distribution géographique (fortement associée à la présence humaine), ces 

réservoirs animaux participent activement à la transmission de la schistosomiase dans les 

écosystèmes naturels. 

Les hôtes définitifs autre que l'homme ont été rarement décrits pour l'infection à S. 

haematobium. Il a été montré en Zambie que des couples de parasites hybrides S. matheei/S. 

haematobium étaient retrouvé chez le bétail (11 %) (De Bont et al., 1994). De plus, une étude 

récente dans cette même région vient de décrire une infection naturelle à S. haematobium chez le 

chien ce qui indique que ces animaux, fréquents dans les régions endémiques, pourraient être un 

réservoir de la bilharziose urinaire (Chiti et al., 2000). 
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1.1.3. b) Le cycle parasitaire: 

Le cycle évolutif s'effectue entre un hôte définitif mammiîere et un hôte iiltennédiaire 

gastéropode d'eau douce. Ces mollusques sont spécifiques de chaque espèce: S. mansoni, S. 

haematobium et S. japonicuin infectant respectivement les genres Biomphalaria, Bulinus et 

Oncomelania. Le cycle est présenté ci-dessous pour les trois espèces majeures de schistosomes 

infectant l'homme: 

Cycle évolutif des schistosomes infectant l'homme; 

ô 

cercaires 

hôtes 

~/ 
1nterméd1awes 



Introduction: les schistosomiases 15 

La pénétration percutanée: 

L'infestation de l'homme s'effectue lors du contact aux eaux douces contaminées. La 

pénétration dans l'hôte définitif de la fonne infestante du parasite, lafurcocercaire (issue du 

mollusque, recouverte d'un glycocalyx dense dans l'eau et appelée ainsi parce qu'elle porte une 

queue bifide) commence par une étape de fixation sur la peau par l'intennédiaire de la ventouse 

antérieure munie d'épines. Le changement le plus évident accompagnant cette phase est la perte 

de la queue. La pénétration dans l'épidenne s'opère par des contractions musculaires et des 

mécanismes de sécrétion d'enzymes protéolytiques. En effet, les parasites sont munis de 

glandes unicellulaires contenant notamment des protéases capables de dégrader la kératine, 

l'élastine, la gélatine, la laminine, la fibronectine et les collagènes de type I, N et VII (Wyler, 

1990). En outre, il semble que des prostaglandines et des acides gras provenant de l'hôte soient 

essentiels au mécanisme de pénétration (Salafsky et al., 1984; Hass et al., 1987). La traversée 

de l'épiderme se fait dans un intervalle d'une trentaine de minutes mais la migration est 

momentanément stoppée au niveau de la membrane basale qui constitue une première barrière . 

Lorsque des cercaires tentent de pénétrer dans des hôtes non-adaptés, il arrive que 

l'infection soit totalement stoppée au niveau de la peau. C'est le cas de certa!ns schistosomes 

aviaires qui commencent à pénétrer dans la peau humaine, mais dont la migration ne dépasse pas 

le tissu conjonctif subdermal. 

Le stade pulmonaire: 

Au bout de 2 à 4 jours, les parasites, appelés maintenant les schistosomules, 
parviennent fmalement à traverser le derme et entrent dans les veinules post-capillaires ou dans 

des vaisseaux lymphatiques afférents, d'où ils sont transportés par le flux sanguin vers les 

poumons en passant par le coeur droit. Le stade pulmonaire du schistosomule va durer 3 à 4 

jours au cours duquel le parasite s'allonge (de 300 !Jm à près de 900 !Jm) afin de pouvoir se 

faufiler dans les fins capillaires pulmonaires. A ce niveau, il semble que le changement de 

mmphologie s'accompagne de modifications de la musculature ainsi que de modifications de 

surface rendant les schistosomules peu sensibles aux attaques du système immunitaire. 

Une partie des parasites ne poursuit pas la maturation au delà des poumons. En effet, il 

est possible de retrouver, après une dizaine de jours, une délocalisation de certains 

schistosomules de l'espace intra-vasculaire vers les alvéoles pulmonaires, sans qu'un retour à la 

circulation sanguine ne soit possible (Crabtree et al., 1986). 
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La maturation sexuelle: 

Après leur passage obligé par les poumons, il semble que les schistosomules effectuent 

plusieurs passages par le coeur. 

Lejeune parasite va alors se différencier en schistosome ou vers adultes et subir une 

maturation sexuelle. Les parasites mâles opèrent leur maturation sexuelle terminale en l'espace 

de quelques jours mais ce n'est qu'à la condition de rencontrer et de s'accoupler avec un 

schistosome mâle que la femelle peut atteindre également sa pleine maturité sexuelle (Moore et 

al., 1954). Chez l'homme, les vers peuvent demeurer accouplés pendant une période de 2 à 18 

ans. Les femelles se logent dans le canal gynécophore du mâle et les jeunes couples se déplacent 

à contre-courant vers les branches veineuses, grâce à leurs deux ventouses latérales et vont 

gagner leur lieu de ponte. Ainsi, c'est au niveau des veines mésentériques et de la veine porte à 

l'entrée du foie que les parasites vont stopper leur migration pour finalement se sédentariser 

pour le reste de leurs jours. Cette localisation définitive, vraisemblablement déterminée par le 

mâle, est observée pour l'ensemble des schistosomes infectant l'espèce humaine à l'exception 

de S. haematobium qui s'installe lui au niveau du plexus vésical ou vésico-uréto-vaginal. 

La ponte des oeufs: 

Au bout de 5 semaines, la ponte des oeufs commence et peut se poursuivre pendant une 

dizaine d'année, durée de vie estimée des parasites. Les femelles matures vont pondre des 

oeufs en continu qui seront ensuite disséminés dans divers organes internes (notamment foie 

ou vessie) où ils se retrouvent bloqués au niveau du rétrécissement des vaisseaux sanguins. Ils 

sont alors la cible d'une forte réaction inflammatoire aboutissant à la formation des "granulomes 

bilharziens", responsable de la pathologie (voir chap. !.3). La plus grande partie des oeufs, non 

entrappés dans les tissus, parviennent à franchir les muqueuses de l'appareil urinaire (S. 

haematobiwn) ou intestinal (S. mansoni, S. japonicum) en sécrétant des substances 

protéolytiques et des produits capables d'induire la production des cytokines proinflammatoires 

par l'organisme. En effet, cette réaction inflammatoire de l'hôte apparaît nécessaire à l'excrétion 

des oeufs et le rôle du TNFa semble ici prépondérant (Amiri et al., 1992). Par ces deux 

phénomènes, les oeufs sont alors excrétés dans les urines ou les selles et ainsi libérés dans 

l'eau. 

Le miracidium et son hôte aqyatigue: 

Lorsque les oeufs excrétés par les hôtes définitifs infectés se retrouvent au contact de 

l'eau douce, ils éclosent à des conditions bien précises de pH, de salinité, de température 
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(proche de 30 oq et de lumière. Ils libèrent une forme larvaire libre, le miracidium, capable 

d'infecter un gastéropode d'eau douce spécifique de l'espèce de schistosome. Cette spécificité 

semble être un facteur déterminant dans la distribution géographique des différentes 

schistosomiases. 

Les miracidiums mesurent environ 300 1-1m sur 100 1-1m et peuvent se mouvoir dans l'eau 

grâce à des cils vibratiles disposés sur l'ensemble de leur surface. En plus des cellules 

germinales primitives, ils comportent des cellules nerveuses et musculaires, un système 

d'excrétion et des glandes sécrétoires impliquées lors de la pénétration dans le gastéropode. La 

reconnaissance entre les deux partenaires semble être guidée par des facteurs chimiotactiques. 

Après la pénétration dans le mollusque, les miracidiums se transforment en sporocystes 

primaires. La reproduction asexuée des cellules germinales se met en place et des 

sporocystes secondaires se forment en l'espace d'une semaine par divisions cellulaires et 

différenciation. Ils sont alors constitués de leurs propres cellules germinales ainsi que d'un 

appareil musculaire et nerveux. Ils sont expulsés du sporocyste primaire et rejoignent alors 

l'hépatopancréas ou les gonades de l'hôte intermédiaire pour y subir un second cycle de 

reproduction. Cette seconde étape donne finalement naissance à des furcocercaires qui 

s'échappent par l'hémolymphe et traversent la surface tégumentaire du gastéropode. 

Un seul miracidium peut aboutir à la production d'une dizaine de milliers de cercaires 

identiques. Les mollusques infectés et stimulés par la chaleur rejettent alors chaque jour dans 

l'eau environnante des milliers de cercaires aux heures chaudes de la journée. Ils peuvent 

survivre dans l'eau douce pendant 48 heures au maximum. 

L'étude de la production cercarienne par le mollusque montre une ponctualité étonnante 

au cours de la journée. En effet, les furcocercaires, forme infestante, vont quitter leur hôte 

intermédiaire entre lOh et 15h, ce qui coïncide le mieux avec le moment où les populations 

humaines fréquentes le milieu aquatique (tâches ménagères et travail pour les adultes, loisirs 

pour les enfants) (Combes etal., 1992). Pour S. bovis, espèce majeure du bétail, les cercaires 

sont émises dans l'eau à l'heure où les bovins viennent s'abreuver (pic à 9h). 

1.1.4) Le mimétisme moléculaire 

La surface des vers adultes est constituée d'un tégument formé d'un syncitium avec des 

connexions cytoplasmiques et un réseau de fibres musculaires. Bien que les schistosomes 

puissent ingérer des hématies par leur orifice oral, une partie importante des nutriments semble 

être absorbée par le tégument. La surface des parasites mâles comporte de nombreux tubercules 

parsemés de fmes épines contrairement à la femelle qui présente un corps d'aspect plus lisse. Le 

régénération perpétuelle de la surface tégumentaire est probablement un mécanisme crucial dans 

l'échappement du parasite vis -à-vis de l'attaque du système immunitaire de l'hôte. 
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Ce mécanisme est de plus couplé à la composition moléculaire du tégument qui est 

capable de mimer de nombreux facteurs de l'hôte. Ce processus, appelé mimétisme moléculaire, 

est probablement à la base de la parfaite relation du parasite vis-à-vis de son hôte. Au cours de 

sa transformation en ver adulte, le parasite semble en effet mimer des structures antigéniques et 

des molécules analogues à celles de son hôte. Il est à l'heure actuelle difficile de savoir 

clairement si ces molécules sont transférées directement de l'hôte ou bien codées par le génome 

du parasite. Cette seconde hypothèse pourrait résulter de transferts de gènes de l'hôte vers le 

parasite au cours de l'évolution des schistosomes. Ainsi, les parasites se recouvrent d'un 

véritable tapis moléculaire aboutissant à plusieurs phénomènes (Capron, 1995): 

-les schistosomes peuvent devenir invisibles aux réactions immunes de l'hôte 

- les parasites expriment également des composés actifs capables de détourner le système 

immunitaire et le système hormonal de l'hôte à leur profit. 

Par exemple, les schistosomes détournent et recouvrent leur surface tégumentaire du 

complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) (Sher et al., 1978) et d'antigènes de groupe 

sanguin (Dean, 1974). Afin de contrôler les réponses immunes de l'homme, les schistosomes 

sont capables de produire de la f3-endorphine, de l'adrénocorticotrophine (ACTH) et de 

l'hormone de stimulation des mélanocytes (a-MSH). La sécrétion de ces neuropeptides 

parasitaires induit une immunosuppression des monocytes de l'hôte définitif (Duvaux-Miret et 

al., 1992). De plus, ces parasites peuvent contrecarrer l'action néfaste du complément sur leur 

survie en synthétisant un inhibiteur du complément (SCIP-1) ou des protéases (Marikovsky et 

al., 1988). Des protéases sécrétées par le parasite sont également impliquées dans la lyse 

d'immunoglobulines qui peuvent se fixer sur des déterminants épitopiques exprimés à la surface 

tégumentaire (Marikovsky et al., 1988). 
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1.2) La distribution géographique: 

1.2.1) Régions endémiques: 

Selon les dernières données de l'OMS, la schistosomiase est endémique dans 76 pays. 

Avec l'introduction de S. mansoni à Djibouti, en Mauritanie, au Sénégal et en Somalie au cours 

de cette dernière décennie, la schistosomiase intestinale touche actuellement 55 pays, dont la 

péninsule arabique, l'Egypte, la Libye, le Soudan, la plupart des pays d'Afrique 

subsahariennne, le Brésil, certaines îles des Caraibes, le Surinam et le Venezuela. 

S. haematobium est endémique dans 53 pays du Moyen-Orient et de la plupart du 

continent africain, y compris les îles de Madagascar et Maurice. Il existe également un foyer à S. 

haematobium en Inde mais il est mal défini. 

S. intercalatum est signalé dans 10 pays d'Afrique de l'ouest. Sa présence au Mali, qui 

possède un environnement sahélien atypique, doit être confirmée tout comme la transmission de 

cette espèce en République Centrafricaine, au Tchad, au Congo et au Nigeria doit également être 

confirmée. 

L'infection par S. japonicum est endémique en Chine, en Indonésie et aux Philippines et 

a été signalée en Thai1ande. S. mekongi, un autre schistosome oriental, est trouvé au Cambodge 

etau Laos. 

Les pays les plus gravement touchés en Afrique sont l'Angola, l'Egypte, le Ghana, 

Madagascar, le Malawi, le Mali, le Mozambique, le Nigeria, l'Ouganda, la République 

Centrafricaine, le Sénégal, la Tanzanie, le Tchad, la Zambie et le Zimbabwe. Le Brésil, avec 25 

millions d'habitants dans les zones d'endémie et 3 millions de personnes infectées, est le pays le 

plus touché des Amériques. La Chine est le pays le plus touché en Asie, avec quelque 900 000 

personnes infectées. Le Yémen est le pays le plus infecté du Moyen-Orient (jusqu'à 3 millions 

de personnes infectées. 

La répartition géographique des cinq espèces infectant l'homme est indiquée sur les cartes 

suivantes: 
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Distribution mondiale des schistosomiases 
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Bilharziose à S. hqemmobiwn: 

La schistosomiase urinaire est la plus fréquente des bilharzioses humaines, mais elle 

n'est rencontrée qu'en Afrique et en Asie Occidentale. 

Les populations établies près des côtes sont maintenant presque aussi exposées que 

celles vivants au coeur des continents. Les charges parasitaires les plus importantes se situent 

néanmoins dans la zone aride de la péninsule Afro-Orientale. 

La bilharziose urinaire a une distribution en foyers, centrée sur les sites de transmission 

aquatique. Les foyers d'infestation peuvent être très dispersés et de petite taille, organisés autour 

d'un seul point d'eau hébergeant des mollusques, palmeraie saharienne ou village africain situé 

en milieu coutumier. Mais les foyers peuvent aussi être très étendus, le long de la vallée d'un 

grand fleuve (Nil, Niger, Sénégal) autour duquel se développe de nombreux système 

d'irrigation. La construction de barrages permettent souvent à des foyers de bilharziose urinaire 

de se constituer. Sur le continent africain, il est ainsi significatif de constater que la conversion 

de surfaces arides en périmètres irrigués provoque le développement, et peut même être à 

l'origine de l'installation de l'infection à S. haematobiwn, alors que le cadre naturel ne le 

pennettait pas. 

Bilharziose à S. mansoni 

La schistosomiase intestinale à S. mansoni semble présente depuis longtemps en Afrique 

sub-saharienne, dans le delta du Nil et dans la Péninsule Arabique. A cause des déplacements 

des populations, elle est actuellement bien implantée dans l'Arc Caraibe et sur la façade 

Atlantique de l'Amérique du Sud. Elle se trouve particulièrement bien représentée dans les zones 

forestières ou de savane arborée, ou encore sur les hauts plateaux où les eaux de surface 

apparaissent relativement fraîches. Sur le continent africain, il est significatif de constater qu'elle 

s'étend plus avant en région forestière que la bilharziose urinaire. 

Foyers africains d'infections mixtes 

S. haematobium et S. mansoni sont très fréquemment rencontrés dans les mêmes foyers, 

en Egypte et Afrique Noire. Ceci est lié à la présence simultanée de leurs hôtes intennédiaires, 

Bulinus et Biomphalaria, dans un même biotope. S. inJercalatum est aussi rencontré en 

association à S. haematobium dans certains foyers d'Afrique Centrale donnant même lieu à une 

hybridation entre ces deux espèces, comme il l'a été démontré au Cameroun (Ratard et al., 

1991). 
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Les pays où l'on rencontre à la fois S. haematobiwn et S. mansoni sont situés dans 28 

pays situés sur le continent africain au sud du Sahara et à Madagascar. Récemment au Sénégal, 

le premier foyer mixte pour ces deux espèces a été décrit en 1996 (Picquet et al., 1996) et leur 

nombre connaît à l'heure actuelle une forte augmentation dans ce pays (De Clercq, et al., 1999). 

1.2.2) Développement des foyers d'infection: 

Du fait de l'augmentation de la population dans les zones d'endémie, un plus grand 

nombre de personnes sont à risque. Les mouvements de population à partir du nord-est du 

Brésil ont étendu la transmission à S. mansoni à de nouvelles zones. La nécessite d'un 

développement économique a conduit à la construction de vastes retenues d'eau pour l'électricité 

et l'irrigation. Ces installations peuvent entraîner une augmentation de la transmission des 

maladies parasitaires à transmission hydrique telles que les schistosomiases bien souvent 

associées à l'expansion des filarioses et du paludisme. 

La construction de barrages a introduit S. haematobiwn dans de nouvelles régions du 

Cameroun, de Côte-d'Ivoire, du Ghana, du Mali, de Namibie, du Sénégal et du Soudan. S. 

mansoni a été introduit dans de nouvelles régions du Ghana, du Mali, de l'Ouganda et du 

Sénégal. Les perturbations écologiques associées à la construction du haut barrage d'Assouan 

ont aboutit à une augmentation de la prévalence de S. mansoni dans le Delta du Nil. 

De nombreux programmes de lutte contre la schistosomiase ont été mis en place au cours 

des vingt dernières années. Ils concernent l'éducation pour la santé, la lutte contre les 

mollusques et principalement la chimiothérapie (ceci sera décrit précisément dans le chap. 1.5). 

L'élimination et/ou l'éradication de l'infection sont maintenant à la portée des Caraibes, de 

l'Iran, du Japon, de l'île Maurice et de la Tunisie. Le contrôle de la morbidité et de la mortalité 

est en progrès au Brésil, au Cambodge, en Chine, en Egypte, au Laos et aux Philippines. La 

lutte a également donné de bons résultats au Botswana et au Maroc où l'intensité de l'infection a 

été abaissée mais la transmission se poursuit à un niveau élevé. 

Néanmoins, la schistosomiase demeure un problème majeur de santé publique en 

Afrique subsaharienne, où très peu de pays ont entrepris une lutte durable. La construction 

d'ouvrages de mise en valeur des ressources en eau dans le cadre du développement social a 

conduit à une augmentation de la transmission. Cette évolution et l'introduction des différentes 

bilharzioses dans de nouvelles zones risquent d'entraîner un accroissement considérable de la 

morbidité et donc de la mortalité dans les années à venir. 
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1.3) Les pathologies: 

Des réactions inflammatoires de type allergique (fièvre de Katayama) ou des dennatites 

réversibles sont parfois associées à des infections par les schistosomes. Néanmoins, les 

principales manifestations pathologiques ne sont pas liées à la présence des vers eux-mêmes, 

mais aux oeufs non excrétés qui se retrouvent emprisonnés dans les tissus de l'hôte. En réalité 

la pathologie est induite, non pas par des toxines parasitaires, mais par les propres réactions de 

l'hôte conduisant à la mise en place d'une forte réaction inflammatoire aboutissant à la fonnation 

de granulômes. L'acroissement du nombre de ces granulomes bilharziens génère alors une 

fibrose pouvant conduire à la mort. 

Nous pouvons alors imaginer que l'apparition de la pathologie est directement liée à 

l'intensité de la charge en oeufs dans l'organisme. Or, ce phénomène semble beaucoup plus 

compliqué et les années d'exposition au parasite semble être prépondérant dans l'apparition de la 

pathologie. En effet, l'intensité d'infection (mesurée par le nombre d'oeufs excrétés dans les 

selles ou les urines) la plus élevée est majoritairement observée chez les enfants dans la plupart 

des foyers d'infection (épidémique ou endémique). Cette intensité d'infection diminue avec 

l'âge. Néanmoins, l'évaluation du degré de pathologie par les études échographiques montrent 

que les adultes représentent la population la plus touchée. D'une manière intéressante, il a en 

effet été montré dans une population infectée par S. mansoni que les adultes (40 à 49 ans) 

excrétant le moins d'oeufs étaient également ceux qui avaient la plus forte prévalence de fibrose 

hépatique avancée (Wiest, 1996). 

A l'heure actuelle, peu d'études ont évalué l'infection en fonction du sexe des individus. 

En terme d'intensité d'infection, il semble impossible de tirer des conclusions claires car chaque 

foyer est différent et la fréquence du contact à l'eau entre les hommes et les femmes semble 

dépendre du foyer d'infection. Par exemple, il a été montré que la prévalence à S. haemLJ.tobiwn 

en Ethiopie était plus élevée chez les femmes que chez les hommes tandis que le phénomène 

inverse était retrouvé au Kenya ou au Sénégal (Bundy, 1988; Remoué et al., 2000). Une étude 

récente dans un foyer infecté par S. mansoni au Soudan a cependant montré que l'apparition 

d'une fibrose hépatique pouvait être dépendante du sexe des individus alors que les hommes et 

les femmes présentaient de faibles intensités d'infection (Mohamed-Ali et al., 1999). En effet, 

les hommes âgés de 26 à 30 ans étaient porteurs d'une fibrose plus sévère que celle observée 

chez les femmes du même âge. Ces auteurs n'écartent pas le rôle d'une différence d'intensité 

d'infection en fonction du sexe ou l'intervention d'autres facteurs (génétique, durée de 

l'infection ... ) pour expliquer cette différence sexe-dépendante. Néanmoins,ce résultat suggère 

que le genre serait un paramètre important dans le développement de la pathologie bilharzienne. 
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Pour mieux comprendre le développement des pathologies bilharziennes intestinale et 

urinaire, le cycle des parasites S. mansoni et S. haematobium chez l'homme est présenté sur le 

schéma suivant: 

Etapes de l'infection de S. mansoni et S. haematobium chez l'homme: 

Furcocercaires 

t 
Peau 1 

Cercaires: infection percutanée (1 à 4 jours) 

1 Poumons 1 

Schistosomule: rétention dans les 
capillaires pulmonaires (10 jours) 

' 
S. mansoni 

Installation dans les veines 
mésentériques inférieures 

(3, 4 semaines) 

Couples 
vers adultes 

Excrétion des oeufs; 
dans les selles, 
après passage à 
travers l'intestin 

' TRANSMISSION 

+ 

PA THQLOGIE: 
- Granulomes, fibrose 
-Hypertension portale 
- Varices intestinales 
- Varices oesophagiennes 

S. haematobium 

Installation dans le plexus 
veineux vésical (3, 4 semaines) 

Tractus 
urinaire 

PATHOLOGIE; 
- Granulomes, fibrose 

Excrétion des oeufs; 
dans les urines, 
après passage à 
travers la vessie 

' TRANSMISSION 

- Calcifications vésicales 
- Lésion du haut appareil 
- Hydronéphrose 
-Atteintes rénales graves 
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1.3.1) Manifestations cliniques communes: 

Elles évoluent en trois phases, chacune d'entre elles correspondant à une phase 

physiopathologique du parasite chez l'homme. Les atteintes digestives existent pour ces deux 

types de bilharziose. Elles surviennent au cours de la localisation digestive des parasite et font 

suite aux phases de pénétration et d'invasion qui constituent les premières manifestations de la 

maladie. Leur symptomatologie est particulièrement intéressante, car elle permet le diagnostic 

des bilharzioses contractées par des voyageurs lors de courts séjours en pays d'endémie 

(Bonnard etal., 2000). 

La phase d'inJection cerçarienne: 

Elle correspond à la pénétration transcutanée des furcocercaires et peut induire une 

dermatite allergique dans l'heure qui suit le bain infectant. Généralement, il s'agit d'un prurit 

précédant l'apparition d'un érythème. Ce phénomène peut persister pendant 10 à 15 jours et est 

communément appelé la "démangeaison du baigneur". Cette phase est discrète voire inapparente 

avec S. haematobium. Le prurit et la réaction urticaire dispamissent généralement en quelques 

heures, parfois en 1 à 2jours dans la bilharziose à S. mansoni. 

Cette phase est souvent silencieuse et est observée principalement dans le cas de primo

infection. 

Lapbase d'invasion: 

Elle débute 2 à 10 semaines après l'infection et traduit la réponse immuno-allergique à la 

migration sanguine et à la maturation des schistosomules dans les poumons. Elle est 

symptomatique essentiellement chez l'enfant et le voyageur non-immun. Elles est caractérisée 

par une fièvre élevée (fièvre de safari ou fièvre de Katayama) et est éventuellement associée à 

diverses manifestations: cutanées (urticaire), pulmonaires (toux), douleurs digestives (douleurs 

abdominales, diarrhée). Ces symptômes sont plus fréquemment observées au cours d'une 

primo-infection et peuvent durer de 2 à 12 semaines. 

La vbase de localisation digestive: 

Elle s'exprime quelques mois à quelques années après le contact infectant. L'élimination 

des oeufs dans la lumière colique est une constante de toutes bilharzioses. Cependant, la gravité 

et l'intensité clinique varient selon l'espèce de schistosome. La gravité est fréquente et sévère 

pour S. mansoni mais rare et bénigne pour S. haematobium. L'infection par S. mansoni a un 

tropisme hépatique prépondérant tandis que S. haematobium n'induit que très rarement des 

lésions hépatiques cliniquement détectables. 

De part la fragilisation de la muqueuse intestinale provoquée par le passage des oeufs de 

S. mansoni, la pathologie bilharzienne favorise bien souvent la pénétration et la virulence de 

nombreuses bactéries intestinales. En effet, la schistosomiase semble favoriser la morbidité des 



Introduction: les schistosomiases 26 

shigelloses, salmonelloses et des infections à Escherichia coli entéro-toxinogène. Ces co

infections posent un problème majeur de santé publique dans les zones d'endémies comme nous 

l'avons montré dans la Région du Fleuve Sénégal (Rogerie et aL, 1997). 

Les couples de vers adultes n'ont pas le même tropisme selon que la bilharziose est 

intestinale ou urinaire. Tandis que les couples de S. mansoni sont orienter vers les veines 

mésentériques inférieures où ils s'installent pour pondre les oeufs, ce phénomène se produit au 

niveau du plexus veineux vésicale pour S. haematobiwn. La pathologie qui est alors induite par 

la présence des oeufs est donc différente selon l'espèce considérée. 

1.3.2) Tableau clinique de la Bilharziose intestinale à S. mansoni: 

S. mansoni est l'espèce qui affecte le plus souvent le tube digestif avec la 

symptomatologie la plus marquée. Certains symptômes digestifs apparaissent trois mois environ 

après la contamination. La diarrhée est ainsi fréquente: les selles sont fréquentes, molles ou 

liquides et parfois sanguinolentes. L'évolution de l'atteinte intestinale peut disparaître 

spontanément et la diarrhée et les douleurs abdominales s'estompent en quelques mois. 

Cependant, la pathologie la plus grave de cette bilharziose est représentée par l'atteinte 

hépatosplénique résultant de la formation de granulômes dans le foie, point de départ d'une 

fibrose. 

I.3.2.a) Manifestations hépatiques 

Le pronostic clinique de la bilharziose à S. mansoni est lié à l'atteinte hépatique. Les 

oeufs embolisés dans les veinules portes intra-hépatiques vont déclencher une réaction 

inflammatoire. Cette dernière, relayée par des lymphocytes T provoque un afflux de 

macrophages et d'éosinophiles qui vont, à terme, former le granulome bilharzien. Parmi les 

cytokines sécrétées par ces lymphocytes activés, certaines sont des substances 

chimioattractantes pour les fibroblastes (TGF~) ou d'autres induisent la synthèse de fibronectine 

et de collagène par ces cellules (TNFa) pour former le granulome (Wyler, 1992). C'est 

principalement la réponse inflammatoire de l'hôte qui conditionne la gravité de l'atteinte 

bilharzienne. 

Une étude intéressante chez le singe a montré que le mode d'infestation conditionnait 

l'intensité de la réaction inflammatoire. En effet, une infestation massive unique engendre une 

réaction moins importante et donc une fibrose moins sévère, comparée à des expositions moins 

importantes mais multiples (Farah, 1997). 
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Au niveau de l'anatomopathologie, la lésion la plus fréquente est le granulome qui 

évolue vers une fibrose en "tuyau de pipe" dite "de Symmers". Cette fibrose entraîne une 

hypertension portale (HTP). A ce stade, on retrouve une fibrose des cloisons interlobulaires 

avec un phénomène de nécrose des hépatocytes mais l'architecture hépatique reste conservée. 

Une augmentation du flux sanguin splénique et une hypertension artérielle pulmonaire peut 

également survenir après une HTP. 

L'examen clinique est longtemps normal. Les manifestations de l'HTP sont en règle 

générale tardive mais, une fois installée, l'HTP peut aboutir à la formation d'une circulation 

veineuse collatérale jusqu'à l'apparition de varices oesophagiennes. La maladie est souvent 

diagnostiquée à l'occasion d'une hémorragie digestive, source d'une forte mortalité. 

I .3 .2. b) Suivi médical de la vathologie : échographie hépato-svlénifJ.Ue 

L'échographie abdominale est un moyen non-invasif et fiable pour suivre l'évolution de 

l'atteinte pathologique de l'infection à S. mansoni. Différents critères des altérations 

échographiques ont été répertoriés par de nombreux spécialistes et ont été classés par l'OMS. 

Deux types de classification ont été élaborées : 

I. Grades écho2raphiQlleS: classification OMS. conférence du Caire (E~ypte- 4/10/91) 

Grades 0 1 2 3 

Epaississement des vaisseaux portes (> 3 mm) 0 +/++ +/++/+++ ++/+++ 

Hauteur de la rate(> 120mm) 0 0 + + 

Hauteur du lobe gauche du foie (> 70 mm) 0 01+ + + 

Hauteur du lobe droit du foie (> 140 mm) 0 01+ + + 

Calibre de la veine porte (> 14 mm) 0 0 + + 

Calibre de la veine splénique (> 10 mm) 0 0 0 + 

Présence d'une ascite 0 0 0 + 

Le grade 1 semble peu spécifique d'une atteinte bilharzienne tandis que le grade 3 est 

caractéristique d'une pathologie hépatique sévère. 
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II. Score écbo2raphiQYe: classification OMS. Atelier du Ni2er <Niamey- 26 octobre 1996) 

Structures hyperéchogènes périphériques* Absent=O Présent= 1 

Epaississement des vaisseaux portes <2 sot =O ~2 SD=2 ~4 SD=4 

Veine porte (mesure diamètre interne) <2 SD=O ~2 SD=4 ~6 SD=6 

Veines collatérales Absent=O Présent= 4 

Ascite dans l'abdomen Absent=O Présent= 4 

* SHP: lésions ("spots") dans le parenchyme hépatique 
t<2 SD =<valeur moyenne (sujets dans la zone d'étude)+ 2 écarts-types 

Score 2Iobal individuel = index de sévérité 

score = 0: absence de pathologie 

score = 1 : suspicion de bilharziose 

score = 2-7: lésions hépatiques dues à S. mansoni 

score ~ 8: bilharziose hépatique avec hypertension portale 

Exemple d'échographie hépatique d'un patient développant la pathologie: 

Paroi abdominale 

Epaississement de la 
paroi des vaisseaux portes 

Veine porte 

28 
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La classification par score de Niamey est actuellement la plus utilisée sur le terrain et elle 

permet d'homogénéiser les observations qui sont bien souvent opérateurs-dépendantes. 

Dans une étude récente chez une population infectée par S. mansoni au Sénégal, un 

nouveau score échographique prédictif de 1 'HTP a été établi en fonction de la présence de 

varices oesophagiennes (Bonnard et al., soumis). En se basant sur la classification de Niamey, 

il comprenait l'augmentation de l'épaisseur des parois des vaisseaux portes, la dilatation des 

veines porte et splénique et l'aspect de la veine splénique pendant les mouvements respiratoires. 

L'échelle de score ainsi établie semblait être un bon témoin prédictif de développement de 

varices oesophagiennes. 

C0:infections à tropisme hépatiQue 

La pathologie bilharzienne survient fréquemment dans un environnement tropical où le 

système gastrO:intestinale est déjà exposé à de nombreuses maladies infectieuses (parasites 

intestinaux, cholera, diarrhées bactériennes). De plus, la morbidité et la mortalité bilharzienne 

augmentent lorsque la maladie survient chez un patient porteur de virus de 1 'hépatite B ou C. 

En effet, il a été montré chez des patients bilharziens que l'apparition d'une insuffisance 

hépatO:cellulaire ou d'une ascite témoignait en règle générale d'une association avec une 

infection par le virus B ou C (Koshy et al., 1993). La prévalence du VHC est plus élevée chez 

les patients infectés par S. mansoni que dans la population non infectée. Cette observation 

soulève l'hypothèse que l'immunodépression déclenchée par la schistosomiase pourrait 

diminuer l'arrêt spontané de la réplication virale et ainsi induire une propagation de l'infection 

virale VHB ou VHC (Ghaffar et al., 1991). Les relations entre le virus VHB et la bilharziose 

semblent également importantes et sont probablement liées à une déviation de la réponse 

immunitaire engendrée par la présence du parasite chez l'hôte. En effet, il a été montré que la 

vaccination contre l'hépatite B était moins efficace chez les patients bilharziens (Bass il y et al., 

1990). Les enfants nés de mères infectées par la schistosomiase répondaient également moins 

bien au vaccin contre l'hépatite B que les enfants nés de mère non infectée par la bilharziose 

(Ghaffar et al., 1989). 
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1.3.3) Tableau clinique de la Bilharziose uro-génitale à S. haematobium 

L'infestation par S. haenu:ztobiwn se manifeste en premier lieu par des troubles urinaires 

(hématurie) dont la gravité dépend principalement de l'intensité d'infection. Chez les enfants, les 

granulomes bilharziens représentent une réaction précoce et aiguë induisant des lésions urinaires 

très importantes pouvant aboutir à une uropathie obstructive et des ulcérations de l'uretère. En 

phase de chronicité, généralement chez les sujets âgés, on observe plus fréquemment une 

fibrose et une calcification de l'uretère et vésicale. Certaines lésions des voies urinaires sont 

réversibles chez l'enfant (après chimiothérapie) mais chez l'adulte, les lésions les plus 

importantes sont caractérisées par des calcifications vésicales et des atteintes reinales graves 

(dilatation, ou hydronéphrose). 

L'atteinte du tube digestif est moins fréquente que lors d'une atteinte par S. mansoni. 

Néanmoins, l'infestation par S. haematobiwn peut aboutir à une atteinte rectale, souvent 

asymptomatique, comportant des lésions endoscopiques proches de celles observées au cours 

de la bilharziose intestinale. En zone d'endémie, les splénomégalies chroniques dues à S. 

haenu:ztobiwn sont observées et l'atteinte hépatique sous forme d'une fibrose périportale 

engendre quelquefois une hypertension portale. 

I.3.3.a) Aueintes du tractus urinaire 

L'ultrasonographie est une technique non invasive, sûre et efficace pour évaluer 

l'importance des lésions engendrées par la bilharziose urinaire. Elle peut être pratiquée sur le 

terrain avec du matériel portable et présente l'avantage de pouvoir être mise en oeuvre facilement 

pour les enquêtes de morbidité. L'échographie de l'appareil urinaire semble plus fiable pour 

caractériser la pathologie spécifique à S. haenu:ztobiwn, comparativement aux nombreuses 

difficultés rencontrées dans l'évaluation échographique de la morbidité à S. mansoni. 
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Comme pour S. mansoni, l'importance de la pathologie urinaire est évaluée par des 

critères échographiques, classés en grades ou en score: 

I. Grn.des échowmhiQyes: classification OMS (Le Caire- 1992) 

Grade 0 = absence de lésions de la vessie 

Grade 1 =épaississement irrégulier de la paroi de la vessie 

Grade 2 =excroissances (pseudolypes) de la paroi de la vessie 

Grade 3 = calcification de la vessie 

Grade 4 =dilatation de l'uretère jusqu'au rein et hydronéphrose 

Il. Scores écho~raphiQyes: classification Atelier dy Ni~er (Niamey- 26 octobre 1996) 

Vessie 
Forme de la vessie: 

0 =normal (rectangulaire) 
2 = arrondie (déformée) 

Epaississement de la paroi: 
O=normal 
1 = épaississement localisé ~5 mm 
2 = épaississement ~ 5mm multifocal ou diffus 

Irrégularités de la face interne de la paroi: 
0 =absence 
1 = irrégularités localisées 
2 = irrégularités multifocales ou diffuses 

Masses : irrégularités localisées de la paroi > 10 mm (dans la lumière vésicale) 
2 =unique 
n+ 2 = multiples 

Pseudolypes : excroissance de la paroi 
2 =unique 
n+ 2 = multiples 

Uretères 

Reins 

Degré de dilatation 
0 = absent, non visualisé 
3 =dilaté 
4 = fortement dilaté 

Stade d'hydronéphrose de chaque rein 
0 = rein non visible ou sinus rénal fusiforme 
6 =dilatation modérée (>2 cm de parenchyme) 
8 =dilatation sévère (<2 cm ou absence de parenchyme) 

Score ~lobai individuel = index de sévérité 

score S. 1 : bilharziose urinaire peu probable 

score = 2: bilharziose urinaire probable 

score ~ 3 :bilharziose urinaire très probable- possibilité d'une pathologie sévère 
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1.3 .3. b) Comvlications de la D4thologie à S. haematobiwn 

L'infection par S. haematobium peut non seulement entraîner un dysfonctionnement de 

l'arbre urinaire mais également, de part la localisation de la pathologie qu'elle induit, elle peut 

provoquer de nombreuses complications. De plus, il a été reporté que cette infection pouvait 

entraîner des lésions importantes au niveau du système nerveux central (Pollner et al., 1994). 

En effet, la présence d'oeufs au niveau du cerveau peut induir l'apparition de lésions 

inflammatoires destructives des tissus du cerveau et de la moelle épinière. 

- Infection bactérienne urinaire: 

Dans les régions endémiques, la présence d'une infection par S. haematobium semble 

prédisposer les sujets à des infections bactériennes urinaires (Abdalah, 1946). Une charge 

bactérienne plus importante est en effet retrouvée chez des individus dont les urines contiennent 

des oeufs comparativement à ceux qui n'en ont pas (Sunyer et al., 1965). 

- Patholo2ie 2énita1e et stérilité: 

L'infiltration par des oeufs de S. haematobium du petit bassin et des différents tissus 

conjonctifs de l'appareil génital féminin est souvent observée en zones d'endémie. La stérilité y 

est fréquente, notamment en Afrique, puisqu'il existe des régions entières où plus du quart de la 

population féminine présente cet état pathologique. Il apparaît néanmoins très difficile d'attribuer 

à la bilharziose seule un rôle important comme cause de stérilité, car d'autres infections 

chroniques sont souvent concomitantes à une schistosomiase (Wright et al., 1982). Récemment, 

il a été montré chez des femmes infectées par S. haematobium que l'intensité d'infection 

bilharzienne était fortement associée à l'apparition de lésions importantes du col de l'utérus 

(Poggensee et al., 2000). De plus, le dépôt des oeufs semble fragiliser l'épithélium du col de 

l'utérus et la présence d'une schistosomiase génital peut être considérée comme un facteur de 

risque pour l'expansion des maladies sexuellement transmissibles, telles que le VIH (Feldmeier 

et al., 1994 ). 

L'appareil génital masculin peut être également infiltré par les oeufs de S. haematobium 

ce qui peut aboutir à une prostatite ou une hémospermie (Corachan et al., 1995). On a 

récemment observé à Madagascar la présence d'oeufs de S. haematobium dans le sperme 

d'hommes infectés (dans 43 % des cas) (Leutscher et al., 2000). Les auteurs suggèrent 

également que le dépôt des oeufs dans les organes génitaux mâles pourraient induire une forte 

inflammation locale accompagnée d'une accumulation de lymphocyte, d'éosinophiles et d'autres 

cellules immunitaires du sang. Chez des individus infectés par le VIH, ce phénomène pourrait 

augmenter la charge virale dans le sperme et favoriserait la transmission de ce virus. 
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- Cancer de la yessie: 

La distribution géographique concordante de la bilharziose urinaire et celle du cancer de 

la vessie concordent confirme un lien étiologique entre les deux maladies. Les lésions focales 

graves dues à S. haematobium évoluent vers la chronicité et peuvent provoquer un cancer qui 

apparait 20 ans à 30 ans après la primo-infection, en zone d'endémie (Lucas, 1982). C'est le 

cancer vésicale de type épithélioma spinocellulaire qui se rencontre dans les pays d'Afrique et de 

la Méditerranée Orientale. En Egypte, le cancer associé à la bilharziose est le plus fréquent de 

tous les cancers chez l'homme. L'ensemble des cancers de la vessie sont observés plus 

fréquemment chez les hommes que chez les femmes dans la plupart des zones endémiques, avec 

un âge moyen de 40 ans. 
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1.4) Le diagnostic: 

Pour diagnostiquer la présence d'une schistosomiase, de nombreuses techniques et 

approches différentes peuvent être utilisées au niveau de l'individu comme de la population. Le 

diagnostic peut être basé sur la mise en évidence de l'infection, l'observation des symptômes ou 

sur la détection des marqueurs de morbidité, comme par exemple l'hématurie dans l'infection à 

S. haematobiwn. Comme nous venons de le décrire dans la partie traitant des pathologies 

bilharziennes, la morbidité de l'infection est également décelable à l'échographie. 

La mise en place de questionnaires est en pleine évolution sur le terrain et la pertinence 

des résultats est souvent comparée avec les méthodes classiques de diagnostic. L'utilisation 

d'un questionnaire permet une identification rapide de l'infection dans les populations fortement 

exposées. Le questionnaire inclut de nombreux renseignements concernant les habitudes 

quotidiennes des populations (lieu des bains pour le travail, les tâches ménagères ou les loisirs; 

heures du contact à l'eau; endroit des déjections ... ). Il est souvent utilisé dans le cadre des 

programmes nationaux de contrôle de la schistosomiase et dans les études de contact(Mafe et 

al., 2000). 

1.4.1) Méthodes indirectes non spécifiques: 

IIJ/ection à S. mansoni: 

L'hyperéosinophilie sanguine est souvent utilisée mais elle est inconstante selon les 

phases parasitaires (Klotz, 1991). Elle peut être augmentée de 15% en cas de bilharziose mais 

n'a qu'une valeur d'orientation dans le diagnostic (Gentilini, 1993). Des perturbations de 

l'immunité cellulaire sont très fréquentes avec une baisse des lymphocytes T CD4+ et une 

augmentation des taux sériques de ~2-microglobuline (Feildmeir et al., 1986). L'activité sérique 

des enzymes hépatiques telles que les transaminases et les phosphatases alcalines peut être 

utilisée pour le contrôle de la pathologie (Ahmed et al., 1996). 

IIJ/ection à S. baematobium 

La présence d'une hématurie, d'une protéinurie ou leucocyturie est une méthode pratique 

et rapide grâce à l'utilisation de bandelettes spécifiques trempées dans les urines. Un fort score 

pour ces trois paramètres a été montré chez des patients infectés par S. haematobiwn avec une 

forte sensibilité (Gundersen et al., 1996). Mais, ces facteurs ne sont pas spécifiques d'une 
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bilharziose car ils sont augmentés lors d'une infection bactérienne urinaire, assez fréquente dans 

les régions endémiques pour le parasite (Verlé et al., 1994). 

La numération des cellules immunitaires (neutrophiles, leucocytes, éosinophiles) reflète 

l'inflammation urinaire. Seule la mesure des éosinophiles dans les urines apparaît spécifique · 

d'une bilharziose urinaire (Eltoum et al., 1992). Mais cette technique est relativement lourde et 

la nécessité de développer une méthode indirecte de l'éosinophilie urinaire a été mise en place. 

Cette méthode indirecte consiste dans le dosage de l'Eosinophil Cationic Protein (ECP), 

protéine contenue dans les granules des éosinophiles. 

Le dosage de l'ECP dans les urines semble représenter non seulement un marqueur de 

l'infection mais principalement un marqueur de morbidité de la bilharziose urinaire (Vennervald 

et al., 1994). En effet, la quantification de l'ECP est largement associée à l'éosinophilie dans les 

urines de patients infectés par S. haematobiwn (Reimert et al., 2000). Ces mêmes auteurs 

indiquent également une forte corrélation positive entre le dosage de l'ECP et la sévérité de la 

pathologie vésicale, évaluée par échographie. Alors que l'ultrasonographie est utilisable pour la 

caractérisation de la morbidité à un stade avancé, la détection de l'ECP dans les urines semble de 

plus être un marqueur adéquat pour mesurer les réactions inflammatoires précoces de 

l'infection. Il a été décrit au Kenya que l'ECP était un excellent marqueur de l'évolution de la 

morbidité suite à la chimiothérapie anti-bilharzienne (Reimert et al., 1997). Un des avantages 

principaux de 1 'ECP est donc que sa détection est reconnue pour être un des premiers marqueurs 

de réinfection avant même la réapparition des oeufs dans les urines, 6 mois après le traitement. 

Une technique ELISA de détection à l'aide d'anticorps polyclonaux anti-ECP est 

maintenant largement utilisée (Reimert et al., 1991) et le développement de bandelettes 

spécifiques est actuellement en cours. A terme, l'utilisation de ces bandelettes réactives apparaît 

importante et pratique pour évaluer le taux d'ECP directement sur le terrain. 

1.4.1) Méthodes spécifiques: 

- Sérodiagnostic: 

Cette technique utilise des antigènes totaux purifiés des parasites. Elle est sensible et 

spécifique, bien qu'il existe des réactions croisées avec d'autres helminthoses (Core et al., 

1988). L'hémagglutination, l'immunoélectrophorèse et l'immunofluorescence indirecte donnent 

de bon résultats. La technique ELISA reste la méthode de choix avec une sensibilité de 98% et 

une spécificité de 95% (Robert et al., 1984). Cependant, cette méthode est difficilement 

applicable sur le terrain et ne permet pas d'évaluer l'intensité d'infection. 
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- Evaluation de l'intensité d'infection: 

Le diagnostic basé sur la mise en évidence d'oeufs dans les selles et les urines de l'hôte 

constitue la technique la plus courante pour démontrer la présence de l'infection et reste la 

référence pour toutes les autres techniques de diagnostic. Les principaux avantages de cette 

approche sont, d'une part, le fait que le diagnostic parasitologique présente une spécificité 

d'environ 100% et d'autre part, qu'il est quantitatif ce qui permet d'évaluer l'intensité 

d'infection. De plus, il est simple d'exécution sur le terrain et peu coûteux. 

Pour la détection des oeufs de S. mansoni dans les selles, la méthode de Kato est la plus 

utilisée (Katz et al., 1972) et nécessite une lecture en duplicata de cinq échantillons de selles 

différents pour une meilleure sensibilité. Les résultats sont exprimés en nombre d'oeufs par 

gramme de selles (EPG). 

Le diagnostic de l'infection à S. haematobium est évalué par le comptage des oeufs dans 

les urines des patients après filtration urinaire. C'est la méthode de référence mais elle peut 

présenter (tout comme la technique du Kato) l'inconvénient que la présence des oeufs dans les 

urines peut varier fortement d'un jour à l'autre et même en fonction de l'heure du prélèvement 

(V an Etten et al., 1997). Les résultats sont ici exprimés en nombre d'oeufs dans 10 ml d'urine 

(nommé FU). 

- Détection des antigènes circulants : évaluation de la charge wasitaire 

Ce type de diagnostic reflète directement l'intensité de la charge parasitaire et semble très 

spécifique des bilharzioses. Deelder et al.(1989), ont développé une technique destinée à 

quantifier la présence des antigènes circulants de schistosome dans le sang ou l'urine grâce à des 

anticorps monoclonaux spécifiques. A l'heure actuelle, seulles anticorps spécifiquement dirigés 

contre les antigènes de S. mansoni ont été produits. Néanmoins, ils peuvent détecter la présence 

d'une infection à S. haematobium avec une spécificité de 40 à 96% (De Clercq et al., 1997). 

Les tests les mieux étudiés sont ceux qui reposent sur la détection de deux antigènes 

glycoconjugés associés à l'intestin du parasite: le CAA (Circulating Anodic Antigens) et le CCA 

(Circulating Cationic Antigens). Le dosage du CAA dans le sang et celui du CCA dans les 

urines semblent apporter la plus grande spécificité et sensibilité (Al Sherbiny et al., 1999). 

Toutefois, la sensibilité est, de même que pour le diagnostic parasitologique, influencée par 

l'intensité d'infection et peut varier de 30 à 100 % selon les foyers d'infection (De Clercq et al., 

1997). En particulier, la positivité du test peut être perdu chez des individus faiblement infectés 

et la détection de ces antigènes, notamment dans les urines, varie en fonction du jour de 

prélèvement (résultats observés sur 6 jours consécutifs) (Van Etten et al., 1997). 
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1.5) Les moyens de lutte contre les schistosomiases: 

Les objectifs prioritaires de la lutte anti-bilharzienne sont double: 

- la rupture de la chaîne de transmission en intervenant au niveau des différents éléments 

du cycle parasitaire 

- la prévention du développement de la morbidité bilharzienne 

A l'heure actuelle et avant le développement d'une stratégie vaccinale, il s'agit de combiner, de 

façon appropriée, les armes disponibles suivantes: 

- la réduction des risques d'infestation (éducation pour la santé, assainissement) 

- la destruction des mollusques et la modification de l'environnement 

- le contrôle du réservoir animal 

- la chimiothérapie des sujets infectés ou le traitement de masse des populations 

1.5.1) L'éducation pour la santé et les mesures d'hygiène 

L'éducation pour la santé a pour objectif de promouvoir et de renforcer des 

comportements favorables pour la santé des populations, notamment en insistant sur l'utilisation 

de l'eau, élément indispensable (travail, tâches ménagères, pratiques religieuses ... ). Un 

programme d'éducation pour la santé est développé par de nombreux organismes internationaux 

et par les gouvernements des pays touchés mais sa mise en place sur le terrain s'avère difficile. 

Même si les différentes populations exposées dans le monde possèdent leurs propres coutumes 

et un "rapport avec l'eau" différent, l'OMS a publié en 1990 un ouvrage visant à aider les pays 

concernés et à élaborer un programme d'éducation pour la lutte contre la schistosomiase. 

L'éducation pour la santé ne doit pas heurter la culture locale et doit tenir compte de la 

façon dont la maladie est perçue par les populations. La participation communautaire est 

essentielle dans tout programme de lutte. Une stratégie globale, incluant une politique 

d'assainissement du milieu, le dépistage de l'infection puis le traitement des populations 

infectées ainsi qu'une éducation sanitaire a déjà prouvé son efficacité à Porto Rico et en Arabie 

Saoudite. Mais en raison du coût de cette stratégie et des dispositions difficiles à mettre en place 

sur le terrain, elle n'a pas pu s'étendre à l'ensemble des pays touchés par la Schistosomiase 

(OMS, 1999). 

L'adduction d'eau et la latrinisation des villages semblent également importantes pour 

réduire la prévalence de l'infection. Ces procédés ont pour objectif d'améliorer les conditions 

sanitaires, la salubrité de l'eau et de réduire au minimum les contacts avec l'eau contaminée. Il 
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faut pour cela adopter une stratégie globale qui prenne en compte l'approvisionnement en eau 

des villages, l'évacuation des déjections, le drainage des eaux domestiques. Malheureusement, 

ces réalisations sont très onéreuses et sont ainsi difficilement réalisables dans les pays en voie de 

développement sans l'aide d'organismes internationaux (OMS, Fonds Européen de 

Développement, Banque Mondiale, ... ). 

1.5.2) Lutte contre l'hôte intermédiaire: 

Cette lutte anti-vectorielle vise à interrompre le cycle aquatique du parasite en détruisant 

les mollusques. Elle représente une méthode de choix pour enrayer la transmission de la 

schistosomiase mais elle présente de nombreux désavantages écologiques sur le biotope. 

- Molluscicides chimirmes 
Leur intérêt dans la lutte anti-vectorielle semble dépendre des conditions 

épidémiologiques et écologiques rencontrées sur le terrain. L'utilisation de fortes doses de 

molluscicides dans toute une zone agricole est une méthode extrêmement coûteuse et 

probablement dangereuse pour la faune et la flore du milieu. L'utilisation peut se limiter à 

l'intérieur de collectivités où l'infection est élevée mais il apparaît difficile de choisir le lieu et le 

calendrier de la mise en place de cette stratégie car les endroits de contacts humains avec les eaux 

contaminées peuvent être dispersés et dépendent des saisons. 

Ainsi, aucun molluscicide ne constitue à l'heure actuelle une réelle innovation et ne 

montre une grande efficacité. Seul le Niclosamide est souvent utilisé dans les programmes de 

lutte mais induit de nombreux risques écologiques. Ce procédé reste non spécifique des 

gastéropodes et doit être renouvelé fréquemment pour empêcher une éventuelle recolonisation 

des sites par le mollusque. De part son coût très élevé, cette approche anti-vectorielle n'est pas 

envisageable à grande échelle même si, actuellement, des études se poursuivent pour que son 

utilisation n'entraînent aucun risque écologique. 

- Aménagement de l'environnement: 
Certaines actions locales ont été mises en place afin de modifier le biotope naturel des 

mollusques (vase, roseau). Ainsi, la construction de canaux d'irrigation cimentés (vallée du 

Fleuve Sénégal et du Nil), l'assèchement de marécages et l'élimination de la végétation des 

plans d'eau ont entraîné une diminution du nombre de mollusques. L'aménagement de 

l'environnement en Chine, au Japon et aux Philippines a joué un rôle non négligeable contre S. 

Japonicum. 
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1.5.3) La chimiothérapie anti-bilharzienne: 

L'objectif principal du traitement est de réduire l'infection bilharzienne chez l'hôte 

définitif et ainsi de prévenir l'apparition de la pathologie. 

Depuis de nombreuses années, trois médicaments ont été utilisés. Le métrifonate, actif 

sur S. haematobiwn uniquement, est bon marché mais semble peu efficace. L'oxamniquine 

n'agit que sur S. mansoni et donne de bons résultats. Le praziquantel, actif sur toutes les 

espèces, est maintenant le médicament de choix mais c'est aussi le plus onéreux. 

1.5.3.a) Les médicaments: 

- Métrifonate Bilarcil® CBayer.) 

En comprimé de 100 mg, il agit par inhibition de l'acéthylcholinestérase des parasites. Il 

est actif seulement sur S. haematobium. Il est utilisé à la posologie de 10 mg/kg, par voie orale, 

avec deux ou trois cures à quinze jours d'intervalle. Il est bi~n tolérée et peu coûteux. Utilisable 

en traitement de masse, la spécificité étroite de ce produit en limite l'emploi et ce médicament a 

été récemment retiré du marché (OMS, 1999). 

- OxamniQYine Yansil® Cpfizer) 

Le principe actif de ce médicament, présenté sous forme de gélules dosées à 250 mg, est 

un dérivé de la tétrahydroquinoline. C'est un schistosomicide qui agit sur les vers mâ1es 

immatures par un effet paralysant sur la musculature des parasites. Son action provoque la 

stérilité des vers femelles ce qui entraîne un arrêt de la ponte ovulaire. Il est administré par voie 

orale à la dose unique de 15-25 mg/kg. Des posologies plus élevées (60 mg/kg répartis sur deux 

à trois jours) sont nécessaires contre les souches de S. mansoni africaines plus difficiles à traiter 

avec ce médicament que les souches américaines. Des cas documentés de résistance à 

l'oxamniquine ont été rapportés (Cioli et aL, 1983). Son spectre est limité à S. mansoni, avec 

une efficacité clinique de 85 à 95 %. Des effets secondaires peuvent être observés tels que la 

somnolence, des vertiges et des nausées. 

Il fut le médicament de choix du programme national brésilien de lutte pendant les 20 

dernières années. Au cours des dernières années, le prix de l'oxamniquine n'a pas baissé autant 

que celui du praziquantel, de sorte que ce dernier médicament pourrait remplacer l'oxamniquine 

même au Brésil. Du fait de la baisse de la demande, la production de l'oxamniquine pourrait 

s'arrêter, comme cela s'est produit pour le métrifonate. Cela pourrait conduire à une situation 

dangereuse car le praziquantel resterait le seul médicament disponible contre la schistosomiase, 

avec de très graves conséquences en cas d'apparition d'une résistance du parasite. 
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- AI1esunate: 

L'artemisinine et ses dérivés (artesunate, artemethere) sont connus pour être des 

médicaments actifs contre la malaria (White et al., 1994). Leur administration par voie orale (12 

mg/kg) est parfaitement tolérée. Il a été montré que son administration ( 6 mg/kg tous les 15 

jours) induisait une baisse de l'infection à S. japonicwn, dans un foyer chinois de haute 

endémie (Whang etal., 1997). 

Récemment, il a été montré au Sénégal qu'une dose totale de 12 mg/kg d'artesunate (4 

mg/kg le premier jour, suivi de 2 mg/kg pendant 4 jours) induisait une réduction de la charge en 

oeufs de S. mansoni (54%). Cette réduction était équivalente à celle observée avec l'utilisation 

du praziquantel dans cette région de forte endémie (De Clercq et al., 2000). Chez la souris 

infectée par S. mansoni, il a été démontré que l'effet thérapeutique de l'artésunate était 

principalement dirigé contre les vers immatures (85% de réduction) comparativement aux vers 

matures (30% de réduction) (Xiao etal., 1989). 

L'association entre l'artésunate et le praziquantel (seulement efficace contre les vers 

adultes) est actuellement testée dans un village de la région du Fleuve Sénégal. De plus, dans 

des zones où le paludisme et la bilharziose sont endémiques, l'artésunate pourrait être un 

médicament de choix dans le contrôle de ces deux maladies parasitaires. 

- PraziQ.Uantel Biltricide® Œayer Phauna) 

Une des avancées majeures en matière de lutte contre les schistosomiases concerne la 

découverte de l'activité schistosomicide du praziquantel (PZQ), molécule développée à l'origine 

comme anxiolytique (Andrews, 1985). Cette molécule est une pyrazinoisoquinoline qui interfere 

avec le métabolisme glucidique du parasite, entraînant des lésions musculaires et tégumentaires. 

Le mode d'action est mal connu mais il semble que l'ensemble des atteintes portées aux vers se 

fasse via un influx massif d'ions Ca2
+ (Redman, 1996). Cette action s'accompagne d'altérations 

du métabolisme des vers tels qu'une baisse d'incorporation du glucose, de relarguage de lactate 

et des réserves de glycogène et d'ATP. 

Il est actif sur toutes les espèces de schistosomes humains à la dose unique de 40 mg/kg 

(voie orale), avec des taux de guérison de 60 et 90% (prévalence) et une baisse de 90 à 95% du 

nombre moyen d'oeufs excrétés. Il est actif également pour d'autres trématodoses, mais aussi 

dans les cestodoses. Cependant, l'administration du PZQ peut induire des effets secondaires 

transitoires tels que des troubles digestifs, des céphalées, une somnolence ou de l'urticaire. Il 

est relativement bien toléré dans les bilharzioses sévères mais par prudence, il n'est pas prescrit 

à la femme enceinte ou allaitante. 
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I.5.3.b) Une synergie emre le PZQ et les réponses immunes de l'hôte 

L'efficacité d'un traitement au PZQ semble dépendre du développement et de l'action des 

réactions immunitaires de l'hôte. Ainsi, elle semble réduite dans des populations nouvellement 

infectées au Sénégal qui n'ont pas encore développées une immunité naturelle importante, 

contrairement aux populations de foyers chroniques (Stelma et al., 1995). Des évidences 

directes de l'action combinée entre PZQ et réponse immune sont venues d'expériences chez des 

souris déprimées en cellules B ou T, chez qui l'efficacité du PZQ diminuait fortement (Brindley 

et al., 1987; Sabah et al., 1985). Une chimothérapie efficace est de plus restaurée par un 

transfert passif à ces animaux de sérum de lapin immunisé avec du SWAP (Fallon et al., 1995). 

Le traitement par le PZQ, quand à lui, modifie la réponse immune de l'hôte par son 

action directe sur les vers. En effet, le PZQ est capable de démasquer et d'exposer à la surface 

du parasite certains antigènes cryptiques. En particulier, certaines enzymes nécessaires à la 

détoxification du parasite, telles que des phosphatatses alcalines et la glutathion S -transférase de 

26 kDa de S. japonicum sont alors exposées et deviennent plus accessible aux anticorps 

spécifiques (Fallon et al., 1994; Mc Tigue et al., 1995). Récemment chez des souris infectées, il 

a été montré que la GST de 28 kDa de S. mansoni (Sm28GST) pouvait également être 

démasquée (Dupré et al., 1999). Ce phénomène provoque non seulement une forte 

augmentation mais également une orientation de la réponse immune spécifique préalablement 

induite par une immunisation avec la Sm28GST. La conséquence est alors la survie des 

animaux associée à la réduction de la pathologie. 

1.5. 3. c) Les limites de la chimiothérapie.· 

La chimiothérapie anti-bilharzienne présente l'inconvénient majeur de ne pas prévenir la 

réinfection. Or, en zone d'endémie, la réinfection est pratiquement quotidie~e et les oeufs sont 

retrouvés dans les selles ou les urines, seulement trois à six mois après un traitement. Il n'est 

pas rare d'observer que l'intensité d'infection est revenu à un taux initial un an après le 

traitement. Ceci implique que le contrôle de l'infection par cette chimiothérapie nécessiterait 

plusieurs traitements dans une seule année pour devenir efficace. Par son coût et ses 

nombreuses astreintes logistiques, cette approche est peu réalisable dans la plupart des pays 

endémiques. De plus, cette stratégie pourrait induire de nouvelles formes de résistance à la 

chimiothérapie comme ill' a été décrit après l'utilisation du PZQ ou de l'oxamniquine (Fallon et 

al., 1996). 

En effet, des taux de guérison très faible ont été rapportés avec le PZQ au Sénégal au 

début des années 1990, dans un foyer récent d'infection à S. mansoni (Stelma et al., 1995). 
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Une augmentation de la dose à 60 mg/kg n'a pas amélioré sensiblement ces taux de guérison, 

tandis que l'oxamniquine était efficace aux taux attendus. La notion d'une résistance au PZQ 

chez l'homme était née. 

De plus, la souche parasitaire issu de ce foyer sénégalais semblait présenter une certaine 

forme d'insensibilité intrinsèque au PZQ. En effet, les gastéropodes infectés recueillis dans cette 

région ont donné des schistosomes réfractaires au traitement, après passage chez la souris 

(Fallon et al., 1995). De plus, un isolat présentant une résistance au PZQ a été obtenu à partir de 

parasite préalablement sensible mais soumis à des passages répétés chez des souris sous 

pression médicamenteuse (Fallon et al., 1994). Mais il a été suggéré qu'une telle résistance 

pouvait être expliquée par la lenteur de la maturation de l'isolat sénégalais. De nombreuses 

expériences chez l'animal devront donc être réalisées pour confirmer ou infirmer l'existence 

d'une résistance intrinsèque du schistosome au PZQ. 

Par opposition à certaines constatations suggérant l'existence d'isolat résistant, des 

études epidémiologiques réalisées ultérieurement dans la même région du Sénégal semblaient 

indiquer que la possibilité d'une résistance au PZQ avait été avancée hâtivement. En effet, ces 

études montraient que des taux faibles de guérison pouvaient être attendus lorsque la charge 

parasitaire est particulièrement élevée ce qui est observée dans cette région de forte endémicité 

(OMS, 1999). Dans ce cas, même avec une efficacité thérapeutique de 90 à 95 %, certains 

schistosomes survivront et continueront à pondre des oeufs. Par ailleurs, le taux de 

transmission extrêmement élevé dans cette zone sénégalaise pourrait augmenter la probabilité 

pour un individu d'être infecté une à cinq semaines avant le traitement, et donc d'héberger des 

parasites immatures (insensibles au PZQ). En effet, une dose unique donnait un taux de 

guérison faible dans une région voisine, mais une deuxième dose administrée 40 jours plus tard 

(lorsque tous les vers immatures sont devenus des adultes sensibles au PZQ) a donné le taux de 

guérison attendu (De Clercq et al., 1998). 

Même si certains isolats de schistosomes seraient moins sensibles au PZQ, la résistance 

au PZQ ne semble pas avoir été clairement démontré. Rien ne justifie donc de recommander une 

réduction de l'utilisation du PZQ mais une vigilance constante est nécessaire pour surveiller 

l'émergence possible d'une pharmacorésistance. 

Une autre limite importante de la chimiothérapie vient de données récemment observées 

dans des foyers d'infection mixte à S. mansoni et S. haematobium qui émergent dans la partie 

ouest de la vallée du Fleuve Sénégal. En effet, il a été montré dans un village que le traitement 

au PZQ était totalement efficace sur l'espèce S. haematobium tandis qu'une augmentation 

dramatique (un facteur 7) de l'intensité d'infection à S. mansoni était observée (Emould et al., 

1999). Dans un village voisin, le PZQ ne semblait avoir aucune efficacité sur l'infection à S. 

mansoni (intensité d'infection similaire avant et cinq semaines après le traitement) alors que 

l'infection à S. haematobiwn était fortement diminuée. 
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Dans la même région du Fleuve Sénégal, le phénomène inverse a pu être observé (De 

Clercq, communications personnelles). En effet, un traitement au PZQ semblait être totalement 

inefficace pour l'espèce S. haematobium tandis qu'il induisait une réduction de l'intensité 

d'infection à S. mansoni (village de N'Dioungue M'Beresse). Ces observations pourraient être 

liées à la particularité de ce foyer sénégalais qui apparaît fortement endémique pour les deux 

types de bilharziose. Cette particularité sera présentée dans le prochain chapitre. 

Les nombreux moyens de lutte contre les schistosomiases semblent présenter des limites 

d'efficacité importante. La bilharziose demeure un problème de santé publique mondial en 

particulier en Afrique subsaharienne car très peu de pays y ont entrepris une lutte 

chimiothérapique durable. De plus, la construction d'ouvrages de mise en valeur des ressources 

en eau pour répondre aux besoins en énergie électrique et au développement de l'agriculture a 

conduit à une augmentation de l'infection. A ce titre, le cas du Sénégal est un exemple frappant 

d'un foyer devenu endémique après la construction du barrage hydraulique de Diama. 

La lutte définitive contre la schistosomiase ne pourra résulter que de l'utilisation de 

stratégies multiples et associées, s'appuyant notamment sur des outils modernes de l'immuno

intervention préventive et/ou thérapeutique. Le développement d'une stratégie vaccinale intégrée 

aux moyens de lutte, et notamment à la chimiothérapie, constitue donc l'espoir principal pour 

contrôler les schistosomiases et prévenir les pathologies graves qu'elles induisent. 

Le travail de cette thèse s'inscrit dans cette démarche. En effet, l'objectif de nos travaux 

est d'évaluer l'acquisition et la maturation de la réponse immune spécifique à un candidat 

vaccinal chez des populations infectées par la schistosomiase. 

La suite de l'introduction nous permet de présenter plusieurs points essentiels à notre démarche: 

- le lieu de notre étude : la vallée du Fleuve Sénégal 

- les connaissances actuelles sur la réponse immune de l'hôte au cours de la bilharziose 

- le développement des stratégies vaccinales contre les schistosomiases 
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Il) Les schistosomiases dans la vallée du Fleuve 

Sénégal : une endémie particulièrement dramatique 

La schistosomiase urinaire est depuis longtemps endémique dans le région du fleuve 

Sénégal. En 1986, le barrage de Diama a été mis en service sur le fleuve Sénégal afin 

d'empêcher la remontée des eaux marines dans la vallée. Parallèlement à la mise en valeur des 

ressources en eau douce, l'endémie de la schistosomiase urinaire a fortement augmentée dans le 

bassin du Fleuve Sénégal et de nombreux foyers infectieux sont apparus. 

En outre, une véritable épidémie de schistosomiase intestinale due à S. mansoni a touché 

la région du Fleuve, en particulier la région de St-Louis (districts de Richard-Toll et Dagana, cf. 

carte de la région). Les premiers cas d'infection à S. mansoni ont été découverts à Richard-Toll 

en 1988. Depuis, la prévalence (pourcentage d'individus infectés) dans cette ville et aux 

environs a progressivement augmenté pour passer de 42% en 1989 à 80-90% en 1997. Il n'est 

pas rare de rencontrer des villages où 100 % des habitants sont infectés. Dans le reste de la 

région, des enquêtes récentes ont fait état de taux moyens de prévalence de 90 % autour du lac 

de Guiers (lac intérieur communiquant avec le fleuve Sénégal), de 60 % dans les villages 

proches du fleuve, et de 30 % dans les villages un peu plus éloignés. Ces enquêtes ont 

également révélées de fortes intensités d'infection et une apparition très rapide des formes 

graves de la maladie. 

La rapidité et l'intensité extrême de la progression de l'épidémie sont dues non seulement 

à la propagation de l'hôte intermédiaire grâce à la retenue d'eau douce liée au barrage, mais 

également à la compatibilité très forte entre le mollusque aquatique et le parasite, ce qui se traduit 

par des taux de transmission extrêmement élevés. Enfin, les forts déplacements de population, 

liés au développement important de l'agriculture dans cette région nouvellement dotée 

d'infrastructures hydrauliques, ont amplifié la propagation de l'infection. 

Du fait de l'extension rapide de la schistosomiase dans cette région, des programmes de 

lutte ont été financés et mis en oeuvre par l'état Sénégalais en collaboration avec des organismes 

internationaux tels que le Fond Européen de Développement ou la Banque Mondiale. L'outil 

principal de lutte est la chimiothérapie, réalisée dans le cadre de la prise en charge des personnes 

infectées dans les services de santé et par le traitement ciblé des écoliers. Dans la région de St

Louis, le traitement est appliqué en fonction du niveau de l'endémie: traitement de masse où la 

prévalence est égale ou supérieure à 50 % chez les enfants scolarisés et traitement ciblé des 

enfants dans les communautés où la prévalence est de 20 à 49 %. 
La lutte antivectorielle (surveillance malacologique et nettoyage des sites de 

transmission) et la promotion de l'approvisionnement en eau saine et de l'assainissement sont 

considérées comme des stratégies secondaires par le programme national de lutte. 
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Après avoir dépister les premiers cas d'infection à S. mansoni à Richard-Toll en 1988 et 

suite à la demande des autorités sénégalaises, la mise en place du programme ESPOIR 

(European Special Programme for Operational and Integrated Research) a été initiée en 1990 par 

le Professeur André CAPRON de l'Institut Pasteur de Lille. Ce programme est intégré dans les 

structures de santé de l'état sénégalais et a comme objectif principal la recherche scientifique de 

nouveaux moyens de lutte contre la bilharziose. Il s'articule autour de plusieurs thématiques 

complémentaires: 

-Etudes épidémiologiques et malacologiques de l'évolution de l'infection dans la vallée 

du Fleuve Sénégal 

- Amélioration des protocoles de chimiothérapie 

- Etudes immuno-épidémiologiques dans le cadre de stratégies vaccinales. 
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11.1) La Région du Fleuve Sénégal: 

Cette région est située au Nord du pays dont le fleuve Sénégal représente la frontière 

naturelle avec la Mauritanie et le Mali (cf. carte ci-dessous). 

La population de l'ensemble du bassin du fleuve était estimée à 1 700 000 personnes en 

1987. Les ethnies Wolof, Toucouleur, Soninke, Peul et Maure sont les plus importantes dans 

cette région. Majoritairement rurale, la population est soumise depuis la construction des 

infrastructures hydrauliques à des migrations internes qui touchent une part importante de la 

population active masculine. Ces déplacements contribuent à l'accroissement de la population 

urbaine, en particulier vers St-Louis et Richard-ToU. L'implantation d'une industrie sucrière 

(Compagnie Sucrière Sénégalaise) à Richard-ToU en 1971 avait été l'occasion d'un 

développement important de cette agglomération. Cette ville est le site industriel principal de la 

région et exerce donc une forte attraction sur les populations du fleuve. Elle fait l'objet de 

nombreux mouvements de population au cours de la culture sucrière saisonnière. Depuis le 

développement de l'hydraulisme, après la construction du barrage de Diama ( 40 lan en amont de 

l'embouchure du fleuve), la riziculture s'est imposée comme une activité agricole principale 

dans la région. Cette situation économique et démographique a joué un rôle essentiel dans le 

développement de l'épidémie bilharzienne au nord du Sénégal. 

Carte de la vallée du Fleuye SénéKal: 

Les études immuno-épidémiologiques présentées dans cette thèse ont été réalisées dans les villages indiqués en 

rouge. 

Basse vallée Moyenne vallée 

MAURITANIE Podor 

Fleuve Sénégal 

Diéré ~ 
SENEGAL 1 

Route Nationale 

Lac de Guiers 
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11.2) L'infection bilharzienne avant la mise en service du barrage 

de Diama: 

Avant la construction du barrage de Diama en 1986, des études de prévalence et de 

transmission de la schistosomiase avaient été réalisées dans les années 1980 par Chaine (1983) 

et Vercruysse ( 1985). Elles avaient montré que la schistosomiase intestinale à S. mansoni était 

totalement absente dans la basse et moyenne vallée (cf. carte de la région). 

Cependant, la présence de Biomphalaria pfeifferi, un hôte intermédiaire de S. mansoni, 

avait été trouvée en très faible nombre dans la région (Chaine etaL, 1983). La vallée du Sénégal 

représentait donc à cette date, la limite nord de la distribution des mollusques à S. mansoni en 

Afrique de l'ouest. 

En revanche, la présence de l'infection à S. haematobium avait été observée dans les 

années 1980. D'une manière générale, la prévalence de l'hématurie, signes cliniques de 

l'infection, était extrêmement faible dans les villages situés à proximité du fleuve et autour du 

Lac de Guiers alors qu'elle était plus élevée dans le diéré et à proximité de la ville de Podor 

(Chaine et al., 1983; Cisse et al., 1983, Vercruysse et al., 1985). Dans le foyer de Podor 

(Guédé Chantier), la présence de Bulinus senegalensis et Bulinus guernei, deux hôtes 

intermédiaires de l'espèce S. haematobium, avait été détectées dans les rizicultures (Vercruysse 

et al., 1985). Dans l'ensemble de la région, la prévalence de l'hématurie chez les enfants était 

comprise entre 2 et 33 %, le plus fort pourcentage étant retrouvé dans le foyer de Podor 

(Vercruysse et al., 19 85). 

Le bilharziose urinaire existait donc dans la région avant la mise en eau du barrage de 

Diama. Sa prévalence était relativement faible mais aucune étude de l'intensité d'infection, 

évaluée par le nombre d'oeufs dans les urines, n'avait été réalisée. Néanmoins, le Prof J. 

Vercruysse avait alerté les autorités compétentes en 1985 indiquant que la surveillance régulière 

de ce nouveau foyer de transmission était nécessaire pour la santé publique des habitants de la 

région. 

Avant 1986, les organismes internationaux (Banque Mondiale, OMS, USAID) et 

l'OMVS (Organisation pour la mise en valeur du Fleuve Sénégal) étaient ainsi informés de la 

situation mais le risque d'une épidémie bilharzienne n'avait pas été pris en considération. La 

mise en service du barrage associée à la culture du riz, nécessaire pour le développement de la 

vallée du Fleuve, pouvait donc être entrepris en 1986. 
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11.3) L'évolution dramatique des schistosomiases depuis 1988: 

Le barrage de Diama a été mis en service en 1986. Il permet de contenir l'intrusion 

d'eaux salées dans la basse vallée et empêche la remontée des eaux saumâtres qui pouvaient 

s'étendre jusqu'à 400 km en amont de l'embouchure. Ceci a permis l'alimentation continue en 

eau douce de nombreux canaux d'irrigation et notamment celui de la Taouey qui relie le lac de 

Guiers au Fleuve Sénégal à partir de Richard-Toll. L'augmentation des volumes d'eau dans ces 

canaux permet de limiter les écarts thermiques ce qui crée des conditions favorables aux 

mollusques sensibles aux fortes températures. Cette pérennisation des eaux de surface a ainsi 

induit des conditions favorables de développement pour les hôtes intermédiaires réduisant 

l'influence du contexte de chaleur et d'aridité de cette région du Sahel. Ce phénomène explique 

d'une part l'émergence d'un foyer de transmission à S. mansoni et d'autre part l'extension des 

foyers de S. haematobium, jusque là contenus par des conditions physico-chimiques 

restrictives. 

II.3.1) L'apparition de l'infection à S. mansoni: 

Le site de Richard-Toll est révélateur du déséquilibre écologique engendré par la mise en 

service du barrage. Le premier cas de bilharziose intestinale y est signalé en janvier 1988 au 

centre de santé de la ville. Le nombre de cas dépistés augmenta rapidement: près de 1500 

prélèvements de selles positifs sur les 2000 effectués au cours du seul trimestre 1989 (Talla et 

al., 1990). Une enquête parasitologique menée en août 1990 sur un échantillon représentatif de 

la population résidante révèla une prévalence globale de 60 %, également répartie sur l'ensemble 

des tranches d'âge (Talla et al., 1992). Contrairement aux foyers chroniques où le pic 

d'infection est observé chez les enfants, ce foyer épidémique présente donc la particularité d'une 

prévalence étalée pour l'ensemble des classes d'âges. Ce dernier point semble lié au caractère 

récent de l'exposition chez des individus n'ayant jamais été en contact avec le parasite, c'est à 

dire ne présentant pas une réponse immune acquise. 

En 1991, une étude menée dans le village de Ndombo (situé le long du canal de la 

Taouey) confirmait la très forte intensité de transmission. Une prévalence globale de 91 % y 

était observée et l'intensité d'infection était considérable atteignant une moyenne géométrique de 

650 oeufs/gramme de selles avec 41 % des individus excrétant plus de 1000 oeufs/ gramme 

(Stelma et al., 1992). Dans cette étude, aucune différence de prévalence n'avait été observée en 

fonction du sexe des individus infectés. 

Dans ce même village, quatre ans après, une étude montrait que le traitement par le 

praziquantel (PZQ) était peu efficace (Stelma et al., 1995) et la notion de résistance au PZQ avait 

ainsi vu le jour comme nous l'avions décrit ultérieurement (chap. 1.5.3) 
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En 1995, l'infection à S. mansoni s'était étendue dramatiquement à l'ensemble de la 

basse vallée du Fleuve Sénégal avec de forte prévalence et de forte intensité d'infection 

rencontrées surtout auprès du barrage de Diama et autour du lac de Guiers (Picquet et al., 

1996). Au cours d'une étude en janvier 1995 dans le village de Guidak:har, situé à 15 km de 

Richard-Ton sur les bords du Fleuve, la prévalence de l'infection était proche de 100 %comme 

dans de nombreux villages aux alentours (Marguerite etal., 1999). 

11.3.2) L'augmentation de l'infection à S. haematobium 

Si l'accroissement des ressources hydriques à Richard-Ton offre des conditions 

favorables à la transmission de S. mansoni, il n'en est pas de même pour S. haematobium qui 

n'infecte la population de cette ville que de manière très marginale. En effet, seul 1 % de 

prévalence y était observée en 1990 (Talla et al., 1992). 

A l'inverse dans la région de Podor, situé à 100 km à l'est de Richard-Ton, 

l'observation en 1993 de l'hôte intermédiaire Bulinus senegalensis pouvait signifier un 

renforcement des conditions favorables à une transmission locale de S. haematobium 

(Vercruysse et al., 1994). En 1995, une augmentation de la prévalence, associée à une forte 

intensité d'infection était en effet observée dans les mêmes foyers étudiés 10 ans auparavant par 

J. Vercryusse (Picquet et al., 1996). Une prévalence de 50 % est alors observée. Dans ces 

mêmes villages, une étude a été menée en 1996 et 1997 et avait pour objectif d'analyser les taux 

de réinfection après le traitement au PZQ (Shaw et al. 1999). Dans certains foyers, la prévalence 

et l'intensité d'infection était revenu à un état identique quinze mois après la chimiothérapie. 

La principale région où une forte augmentation de la bilharziose urinaire a été observée 

se situe à environ 50 km au Nord-est de St-Louis (le Lampsar, cf. carte: alentours de 

N'Dioungue M'beresse). En 1991 et 1992, les enquêtes parasitologiques révélaient une 

prévalence de 87% d'infection à S. haematobium avec 30 % des individus présentant une forte 

intensité d'infection(> 50 oeufs/10 ml d'urine) alors que la bilharziose intestinale était absente 

(Kongs et al., 1993). Dans ces foyers, cette forte prévalence était détectée pour 1' ensemble de la 

population mais les enfants présentaient l'intensité d'infection la plus élevée (Verlé et al., 1994). 

De plus, cette même étude montrait que le niveau d'infection redevenait initial seulement 12 

semaines après un traitement au PZQ. 

La bilharziose urinaire a donc dramatiquement évolué dans la vallée du Fleuve Sénégal. 

Présente avant la construction du barrage de Diama, cette infection a augmentée dans la région 

de Podor. L'évolution la plus dramatique a été observée près du barrage dans la région du 

Lampsar. 

Vers les années 1995-1996, les foyers d'infection à S. mansoni ou à S. haematobium 

semblaient être géographiquement différents. En effet, la schistosomiase intestinale était 
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présente dans la région de Richard-ToU et autour du Lac de Guiers tandis que la bilharziose 

urinaire sévissait dans la région de Podor et dans le Lampsar. L'infection à S. haematobium 

"entourait" donc géographiquement celle à S. mansoni. 

11.3.3) Le développement rapide et dramatique des pathologies: 

L'évolution particulière de la schistosomiase dans la vallée du Fleuve Sénégal a eu des 

conséquences dramatiques sur le développement des pathologies associées. Ainsi, une 

prévalence de 35 % de l'hépatomégalie était déjà observée en 1994 dans un foyer à de Richard

Ton tandis qu'elle n'était que de 6 à 8% en 1991 (Stelma etal., 1997). Cette augmentation était 

observée chez les individus présentant une faible ou une forte intensité d'infection. 

D'autres études réalisées en 1996 avaient montré l'apparition des premiers signes graves 

(hypertension portale) liée à la bilharziose intestinale moins de 10 ans après l'apparition de 

l'infection à S. mansoni (Y azdanpanah et al., 1997; Kardodorff et al., 1996). En effet, près de 

20% des individus dans certains foyers présentaient déjà une pathologie de Grade Il, d'après la 

classification de l'OMS présentée précédemment (en particulier, fort épaississement des 

vaisseaux portes). 

Comparativement aux observations pathologiques observées dans des foyers chroniques 

d'infection dans d'autres pays, la précocité des manifestations pathologiques dans ce foyer 

jeune était inhabituelle et surprenante pour les spécialistes de l'échographie bilharzienne. Pour 

ces raisons, des études à Richard-ToU ont été initiées dans le cadre du programme ESPOIR par 

le Dr Ph. Bonnard fm 1996. Elles ont montré que 5 % des individus étaient déjà porteurs de 

varices oesophagiennes, formes graves de la morbidité bilharzienne (Bonnard et al., soumis). 

L'apparition de ces formes graves fait craindre une augmentation importante de la mortalité liée à 

la schistosomiase dans cette région endémique. Ainsi, cette étude a inciter la mise en place de 

diagnostic et de surveillance des formes graves dans la région du Fleuve Sénégal. Une seconde 

étude en 1999 a également confirmé l'apparition dramatique des formes graves de la bilharziose 

à S. mansoni (Cassagnou et al., soumis). 

Dans la région de Podor, une étude de la morbidité de la schistosomiase urinaire a été 

réalisée dans un foyer récemment infecté (<6 ans; Delegue et al., 1998). Avant le traitement par 

le PZQ, des irrégularités de la paroi vésicale était observée chez 43 % d'individus infectés 

(seulement 6 % chez des individus non-infectés). La sévérité de la pathologie était corrélée à 

l'intensité d'infection. Après chimiothérapie, la prévalence des atteintes vésicales diminuait à 11 

%. Ces résultats indiquaient qu'une morbidité sévère pouvait également être observée chez des 

individus récemment exposés à S. haematobium. Contrairement à ce qu'il peut être observé 

pour S. mansoni, le traitement semble être efficace pour diminuer certaines manifestations 

pathologiques liées à l'infection urinaire. 



Introduction: les schistosomiases dans la vallée du Fleuve Sénégal 51 

11.4) Etat actuel de l'endémie: 
La cartographie des deux types de schistosomiase dans la vallée du Fleuve Sénégal a été 

réalisé en 1999 (aimablement ~oumie par le Prof. J. Vercryusse). Elle présente la prévalence et 

l'intensité d'infection de chaque bilhariose. 

EPG: nombre d'oeufs de S. mansoni par gramme de selles. 

de 

St Louis N'Dioungue 

Prévalence de l'infection à S. mansoni 

Fleuve Sénégal 

/ 

<> 

<> 

<> 

<> 

<> <> 
o<> 

<> 
·: 0 

<> <> 

<> 
Lac de Gui ers 

e >60%· 
' 

21-60%; • < 20%; <> 0% 

Intensité d'infection à S. manso ni 

<> 

<> 0 

0 

<> 

<> 

<> 

<> 

<> 

<> 

Fleuve Scnegal 

/ 

<> 

<> 

<> 

<> 

0 

M'Beresse Lac de G ui e rs 

• >400 EPG; 1 00-400; • < 1 00; <> 0 



Introduction: les schistosomiases dans la vallée du Fleuve Sénégal 52 
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Nous pouvons remarquer que l'infection à S. mansoni est ~oritaire dans la région de 

Richard-Toll (au sud de Guidakhar) et s'étend vers le lac de Guiers (forte prévalence et forte 

intensité d'infection). Par contre, le foyer ancien de bilharziose urinaire dans la région de Podor 

existe toujours mais la forte endémie à S. haematobiwn se situe dans la région du Lampsar au 

sud-est du barrage de Diama (région de N'Dioungue M'Beresse). 

Dans cette dernière région, il est frappant de constater une juxtaposition de l'infection à 

S. mansoni et à S. haematobium. En effet, la bilharziose intestinale est apparue depuis peu dans 

cette région du Lampsar où l'infection à S. haematobium était uniquement présente depuis une 

dizaine d'année. L'apparition de foyers mixtes constitue ainsi une particularité dramatique de 

l'endémie bilharzienne depuis un ou deux ans. 

Les études immuno-épidémiologiques présentées dans cette thèse ont été réalisées dans 

quatre villages (indiqués en rouge sur les cartes). 

-un foyer où seul l'infection à S. haematobium est observée: Ourou-Madiou 

prévalence: 55% 

intensité d'infection: 11,5 oeufs/10 ml d'urine (moyenne géométrique) 

- un village où seul la bilharziose à S. mansoni est présente : Guidakhar 

prévalence: prés de 100 % 

intensité d'infection: 456 EPG 

- deux villages d'infection mixte S. mansoni et S. haematobium: 

. Nder: le premier foyer mixte décrit au Sénégal (De Clercq et al., 1999) 

prévalence: S. mansoni = 91 %; S. haematobium = 28 %; mixte= 21 % 

intensité: S. mansoni = 589 EPG; S. haematobium = 6,3 oeufs/10 ml 

. N'Dioungue M'Beresse: 

prévalence: S. mansoni =53%; S. haematobium = 68 %; mixte= 43% 

intensité :S. mansoni = 93 EPG; S. haematobium = 7,8 oeufs/10 ml. 



lnJroduction: les schistosomiases dans la vallée du Fleuve Sénégal 54 

European Special Program for Operatlonal and 1 ntegrated Research 

11.5) Le programme ESPOIR : un programme de lutte contre les 

bilharzioses dans la vallée du Fleuve Sénégal 

Les études épidémiologiques, malacologiques et cliniques depuis 1990 et présentées ci

dessus ont toutes été réalisées dans le cadre du Programme ESPOIR. En 1988, Le Médecin-chef 

de la Région Médicale de St-Louis, le Dr Malick NIANG, a eu connaissance des premiers cas 

d'infection à S. mansoni, dépistés à Richard-Toll. Il a alors contacté le Prof. A. Capron. Devant 

la crainte d'un développement dramatique de l'infection et suite à la demande des plus hautes 

autorités sénégalaises, le Prof. A. Capron a initié ce programme en 1990. 

ESPOIR se devait de mettre en place, outre un réseau scientifique international, dédié à 

l'étude de la maladie dans la région du Fleuve, les structures opérationnelles et logistiques 

permettant par la suite au Ministère de la Santé du Sénégal de poursuivre d'une façon autonome 

la lutte contre la bilharziose. 

Les objectifs du programme sont les suivants: 

- Recherche scientifique de nouveaux moyens de contre la bilharziose: 

malacologie, épidémiologie, chimiothérapie, immuno-épidémiologie. 

- Formation de chercheurs, médecins et techniciens sénégalais 

- Education sanitaire des habitants 

- Aide à l'implantation ou l'amélioration de structures de soins dans les villages 

- Aide au contrôle de l'infection par l'information scientifique et médicale. 

Son but est donc de coordonner les études entreprises par différents organisations de 

recherche nationales et européennes dans la Région du Fleuve Sénégal. Le programme apporte à 

ces opérations: une structure scientifique et technique (structure hospitalière, laboratoire de 

recherche, personnel technique de laboratoire ou de terrain), une structure logistique (au niveau 

du terrain, réseau de formation de techniciens et médecins sénégalais, réseau d'information aux 

populations) et une structure administrative. 
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11.5.1) L'organisation du programme ESPOIR: 

Le programme ESPOIR est intégré aux structures de santé de l'état Sénégalais. 

Notamment, la direction du programme est assurée par le Médecin-Chef de la Région Médicale 

de St-Louis, actuellement le Dr A N'Diaye qui vient de succéder au Dr A. Ly et toutes les 

opérations sur le terrain se font sous le patronage et la responsabilité du Ministère de la Santé du 

Sénégal. 

Le Directeur est assisté par un Directeur technique au Sénégal qui est un médecin de la 

Coopération Française, actuellement le Dr. J.P. Dompnier. L'animation scientifique et 

opérationnelle du programme est réalisée par le Directeur technique Europe, le Dr G. Ri veau. La 

Direction scientifique est assurée par le Prof. A. Capron. 

ESPOIR est une structure de coordination qui regroupe en son sein de nombreuses 

composantes internationales de recherche: 

-Institut Pasteur de Lille (France): Prof. A. Capron 

-Université de Gand (Belgique): Prof. J. Vercruysse 

-Muséum d'Histoire Naturelle de Londres (U.K): Prof. V. Southgate 

-Institut de Médecine Tropicale d'Anvers (Belgique): Prof. B. Gryseels. 

Dans le cadre des études immuno-épidémiologiques qui seront présentées au cours de 

cette thèse, un travail de collaboration avec de le Dr. O. Garraud de l'Institut Pasteur à Dakar a 

été très précieux. En plus de l'utilisation de l'infrastructure du programme, ces études ont pu 

être réalisées dans deux laboratoires du programme: le laboratoire d'immunologie de Sor à St

Louis et le Centre d'Investigation Biologique de Richard-ToU. 

Depuis le début du programme ESPOIR, plusieurs organisations ont participée à son 

financement. La Coopération Française apporte une aide particulière dans les infrastructures et 

pour le personnel (coopérants français). La Région Nord-Pas de Calais subventionne une partie 

de son fonctionnement de base. Une collaboration avec l'ORSTOM a été entreprise 

particulièrement à Richard-ToU. Les activités de recherche sont largement financées par l'Union 

Européenne (DGXII, International Cooperation with Developing Countries). 

11.5.2) Les réalisations: 

En plus d'une action de formation théorique et technique du personnel sénégalais (stages 

en Europe, participation à des cours ou congrès, informatique), les principales réalisations 

concernent des actions de recherche scientifique et de santé publique (plus d'une trentaine à ce 

jour). 
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De plus, une page Web est en cours d'installation. Elle présente l'ensemble des 

structures et des réalisations du programme ESPOIR, ainsi que des généralités sur la 

Bilharziose, sa lutte, l'immunité anti-bilharzienne et l'endémie dans la Région du Fleuve 

Sénégal. 

- Santé vubli(JllC: 

Dés qu'une étude est réalisée sur le terrain, un traitement par le PZQ de la population du 

village est systématiquement réalisé. La chimiothérapie dans la vallée du Fleuve est donc 

effectuée à la fois par le programme et à plus grande échelle par les projets de l'état Sénégalais 

assisté par le Fond Européen de Développement (FED, Union Européenne, DGVIII). La 

première dotation de PZQ a été faite par l'Institut Pasteur de Lille. Le don suisse comble 

actuellement les besoins, et permet de ramener le coût du traitement de 80 FF à 12 FF. Les 

autres maladies dépistées au cours des enquêtes sont soignées gratuitement puis suivis par les 

médecins du programme. 

Une importante participation à l'assainissement du milieu a été réalisée par la 

construction de latrines et d'adduction d'eau dans le village de Mbodiène (42latrines, pompages 

et traitement de l'eau à l'énergie solaire). Le programme a participé à de nombreuse remises en 

état de dispensaires dans les villages et à la construction d'un château d'eau à Richard-ToU. 

L'éducation pour la santé représente un autre volet des réalisations du programme, 

notamment par des séances d'éducation et de formation pour l'hygiène. La rédaction d'un 

fascicule dans les cinq principales langues de la région ("Luttons contre la bilharziose") a été 

largement diffusé dans la Région. 

- Actions de recherche sdent(,fique 

Le programme ESPOIR a coordonné toute une série d'études scientifique ou de santé 

publique relatives à l'infection dans les nouveaux foyers de la région du Fleuve, et plus 

particulièrement dans les régions de Richard-Toll, de Podor et du Lampsar où les deux types de 

bilharziose étaient fortement endémiques. 

Les études épidémiologiques et malacologiques décrites précédemment (Chap. II.3 et 

!1.4) ont permis non seulement de dépister l'infection et d'évaluer son évolution depuis 1990, 

mais également d'identifier la dramatique émergence de foyers mixtes et le fort niveau des 

réinfections dans cette région. De nombreux protocoles de lutte chimiothérapique ont été 

réalisées afin d'améliorer leur efficacité. En particulier, l'utilisation de I'artesunate est sans doute 

une avancée importante dans la chimiothérapie contre la schistosomiase et le paludisme (De 

Clerq et al., 2000). 
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De nombreuses études échographiques avaient pour objectif de caractériser le 

développement des pathologies associées à S. mansoni et S. haemntobiwn. Ainsi, l'apparition 

particulière d'une morbidité grave a été mise en évidence moins de dix ans après le début de 

l'infection ce qui a aboutit à mettre en place un programme de surveillance des pathologies dans 

la région (Hôpital de St-Louis). La présence de co-infections bactériennes, parasitaires et virales 

et leur impact clinique et immunologique ont été également evalués. 

L'étude du statut immunitaire des populations infectées par les schistosomes s'est 

greffée dans un grand nombre d'études épidémiologiques et/ou cliniques. L'évaluation des 

réponses immunes spécifiques est partagée en deux projets complémentaires dans le 

programme. Tout d'abord, l'équipe du Prof. B. Gryseels, qui concentre ces études dans la 

région de Richard-Toll, a pour objectif de déterminer si la réponse immune contre la bilharziose 

s'acquière en fonction de l'âge des individus infectés ou en fonction de leur exposition au 

parasite. 

Les études menées par l'équipe du Prof. A. Capron s'inscrivent dans une stratégie 

vaccinale contre la schistosomiase. Le but est ainsi d'évaluer l'évolution de la réponse immune 

spécifique au candidat vaccin 28GST en fonction de paramètres tels que l'âge, l'infection, le 

sexe, l'influence du traitement au PZQ et de co-infections. Une partie de ce travail est décrite au 

cours de cette thèse. 

Enfin, le premier essai vaccinal de Phase I contre la schistosomiase a été récemment 

réalisé à l'hôpital de St-Louis et au laboratoire de Sor dans le cadre du programme ESPOIR 

Guin 1999). L'Institut Pasteur de Lille, en la personne du Prof. A. Capron, est le promoteur de 

l'essai clinique. Le Dr. G. Riveau, Directeur Technique Europe du programme, assure sa 

coordination et le Dr. J. De Bont, son monitorage. La responsabilité d'investigateur principal 

était attribuée au Directeur Technique (Dr. J.P. Dompnier). Cet essai de Phase I a été controllé 

par l'OMS, représenté par le Dr B. Vennervald. C'était la première fois qu'un essai clinique de 

Phase I était mis en place dans un pays en voie de développement. Son objectif était d'évaluer 

l'innocuité de la préparation vaccinale Bilhvax (Sh28GST) chez des enfants (6-10 ans) non

infectés par la bilharziose mais vivant en région endémique. Les infrastructures du programme 

permettront de commencer en avril 2000 les premiers essais cliniques de Phase II chez des 

adultes infectés (village de N'Dioungue M'Beresse). L'objectif sera alors d'évaluer la tolérance 

immédiate à la vaccination associée à la chimiothérapie au PZQ. 

De la mise en évidence de la dramatique évolution de la schistosomiase jusqu'à la mise 

en place d'essai clinique, l'objectif d'ESPOIR reste le même: un programme de recherche pour 

l'obtention de nouveaux moyens de lutte contre la schistosomiase. Il est intégré aux politiques 

de santé de l'état Sénégalais ce qui garantit l'efficacité de ces activités dans cette région 

endémique. 



Réponse irrununitaire au cours de la schistosomiase 58 

Ill) Réponse . •t . IIDWUDI aire au cours de la 

schistosomiase 

Les études sur les modèles animaux montrent que les comportements du rat et de la 

souris sont différents vis-à-vis de l'infection bilharzienne. En effet, le rat est un hôte semi

permissif puisqu'il est capable d'éliminer les vers 21 à 28 jours après infestation expérimentale. 

Ce modèle permet ainsi d'évaluer la réponse immune spécifique du ver lors d'une primo

infection et son évolution au cours de la réinfection. A l'inverse, la souris est un hôte permissif 

puisque le cycle du parasite y est complet. L'intérêt principal de ce modèle est qu'il est alors 

possible d'évaluer la réponse immune induite après la ponte des oeufs. En outre, ces deux 

modèles partagent des caractéristiques communes avec l'infection humaine qui seront 

développées au cours de ce chapitre. Comme dans de nombreuses infections, l'existence d'une 

immunité innée, non spécifique, semble présenter une efficacité contre l'infection. 

111.1) Immunité innée : 

L'implication de l'immunité non spécifique dans la réponse immune développée contre le 

parasite est plus difficile à appréhender que celle de l'immunité spécifique. Dans le cas de 

l'immunité spécifique, le parasite est en effet directement affecté, voire détruit, par une réponse 

humorale ou cellulaire effectrice. Néanmoins, des mécanismes non spécifiques semblent 

intervenir dans la résistance de l'hôte et sont probablement effecteurs contre les premiers stades 

de maturation du schistosome. 

En effet, les cercaires et les schistosomules ont la capacité d'activer la voie alterne du 

complément in vitro qui peut alors détruire ces deux formes parasitaires (Machado et al., 1975; 

Sher et al., 1976). Cette activité du complément peut être amplifiée en présence de cellules 

exprimant à leur surface la molécule C3b, et ceci en l'absence totale d'anticorps spécifiques 

(Ottesen et al., 1977; Mc Kean et al., 1981). De plus, il a été montré in vivo que la déplétion du 

complément chez l'animal conduisait à une forte diminution de l'immunité à la réinfection 

(Santoro et al., 1982). 

L'augmentation d'une activité de type Natural Killer (NK) a été rapportée dans la 

schistosomiase murine mais aucune démonstration du rôle direct de ces cellules sur les larves de 

schistosome n'a pas été clairement réalisée (Attalah et al., 1980; Abe et al., 1983). De plus, une 

altération de l'activité NK a été suggérée au cours des infections aiguës ou des formes graves de 

la bilharziose humaine (Barsoum et al., 19 84). 
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L'activation du macrophage peut conduire dans certains cas à la mort du schistosomule, 

ceci en l'absence d'anticorps spécifiques (Bout et al., 1981). Chez le rat, les macrophages 

présentent également une activité schistosomicide en présence du complément et après 

stimulation par des IgG (Auriault et al., 1981). Ces mécanismes macrophagiques pourraient 

également jouer un rôle au cours de la schistosomiase humaine (Olds et al., 1981; Nogueira

Machado et al., 1983). 

11.2) Réponse immune spécifique dans les modèles expérimentaux: 

L'intensité d'infection chez l'homme semble dépendre de l'âge des individus infectés. 

Alors que les enfants présentent le niveau d'infection le plus élevé, une diminution de l'intensité 

d'infection est observée chez les adultes. L'acquisition d'une immunité spécifique au cours de 

l'infection semble jouer un rôle prépondérant dans ce phénomène. Malgré de nombreuses 

observations immuno-épidémiologiques qui seront présentées ultérieurement, les bases du 

mécanisme expliquant cet équilibre ne sont pas encore élucidées. L'utilisation de modèles 

animaux offrent de nombreuses possibilités d'études afin de répondre à de nombreuses 

questions. 

Il est à noter cependant que toutes les études décrites dans ce chapitre ont été réalisées après 

infestation expérimentale par le parasite S. mansoni . Le cycle à S. haematobiwn chez la souris 

n'a été mis en place qu'en 1998 à l'Universite de York (Lane et al., 1998) et, à l'heure actuelle, 

aucune étude avec cette espèce n'a été réalisée chez le rat. 

11.2.1) L'immunité concomitante: 

Le rat de laboratoire (Rattus norvegicus) est un hôte semi-permissif, contrairement aux 

rats sauvages, hôtes naturels de S. mansoni. Le cycle parasitaire chez le rat de laboratoire 

n'arrive pas à son terme car les parasites ne se développent pas en adultes matures. Ils restent 

atrophiés et la ponte d'oeufs n'a pratiquement jamais lieu. Une caractéristique remarquable de 

l'infection chez cet animal est qu'une première infestation expérimentale avortée permet la mise 

en place d'une résistance vis-à-vis d'une réinfection. Ce phénomène est nommé immunité 

concomitante. Les nouveaux parasites sont alors la cible de mécanismes immunologiques 

développés au cours de la première infection et sont ainsi rapidement éliminés alors que la 

population parasitaire de la première infection reste intacte. Ainsi, les parasites de la primo

infection ont induit une immunité spécifique des stades immatures qui devient pleinement 
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efficace et effectrice vis-à-vis des parasites de la seconde infestation. Ce type de protection 

naturelle observée chez le rat pourrait s'apparenter à l'immunité anti-bilharzienne chez l'homme 

qui s'acquière après de multiples infections, au cours de nombreuses années. 

Les mécanismes immunitaires impliqués dans l'immunité concomitante sont maintenant 

bien connus dans l'infection du rat. Ils font appel à l'action combinée d'anticorps spécifiques 

d'antigènes du parasite et de cellules contenant des granules toxiques et sont appelés : 

cytotoxicité cellulaire dépendante d'anticorps (ADCC). Seules certaines classes d'anticorps chez 

le rat semblent induire cette ADCC. Il s'agit des anticorps anaphylactiques IgG2a et 

principalement des IgE (Capron et al., 1975; 1981; 1987). C'était la première fois qu'il avait été 

démontré un rôle bénéfique de ces isotypes car ces classes d'anticorps étaient alors connues 

pour participer à des phénomènes pathologiques, en particulier dans l'allergie. A l'opposé 

l'isotype IgG2c est capable de bloquer les mécanismes d'ADCC IgE et IgG2a-dépendants chez 

le rat (Grzych et al., 1984). 

Les partenaires cellulaires impliquées dans ces réactions conduisant à la destruction 

parasitaire sont les éosinophiles. les macrophages et les plaquettes (Capron et al.. 1992). En 

particulier, les éosinophiles jouent un rôle primordial dans l'ADCC car ils expriment à la fois 

un récepteur de haute (FceRI) et basse affinité (FceRII) aux IgE à leur surface (Guonni et al., 

1994; Capron et al.. 1984 ). La fixation d'IgE spécifiques à la surface du ver entraîne, grâce à la 

présence des FceR sur les éosinophiles, les mécanismes de cytotoxité caractérisés par la 

sécrétion des médiateurs cytotoxiques tels que la peroxydase, la Major Basic Protein (MBP) et 

I'Eosinophil Cationic Protein (ECP) (Butterworth et al. 1979; Mc Laren et al., 1981). Ces 

médiateurs cytotoxiques sont alors capables de détruire l'intégrité tégumentaire du parasite 

exerçant leur activité schistosomicide. La forte interaction entre l'éosinophile, le schistosome et 

les mécanismes cytotoxiques induits semble être maintenue par la présence de sélectines et de 

molécules d'adhérence de type Lewis(X) à la surface des schistosomules (Nutten et al., 1999). 

11.2.2) Réponse cellulaire spécifique: 

L'apparition des mécanismes d'ADCC au cours de l'infection mais principalement au 

cours de la réinfection semble être associée à la mise en place d'une réponse immune de type 

Th2 chez le rat. En effet, une augmentation des réponses IgE et IgG2a est observée après la 

réinfection et est associée à la production des cytokines IL-4, Ilr5 et Ilr13 (Cêtre et al., 1999). 

Néanmoins, la souris est plus particulièrement un modèle de choix pour l'étude des 

mécanismes cellulaires contrôlant l'infection bilharzienne. Comme chez l'homme, le parasite y 

effectue un cycle complet et les oeufs se localisent et s'accumulent dans les mêmes organes. 

Même si un mécanisme de type ADCC a été rapporté chez la souris (Ramalho-Pinto et al., 
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1979), son efficacité semble être limitée. Ceci pourrait être attribué au fait que les souris 

n'expriment pas de récepteur de haute affinité aux IgE, contrairement à l'homme et au rat. La 

reconnaissance de schistosomules par les IgE spécifiques s'avèrerait ainsi inefficace dans la 

capacité de cet isotype à induire l'activation des cellules cytotoxiques. 

Les mécanismes de régulation contrôlant l'ensemble des réponses immunes au cours de 

l'infection murine dépendent de lymphocytes de type Th1 ou de type Th2, de macrophages ou 

d'éosinophiles. 

L'autre intérêt de ce modèle animal réside dans le fait que les deux types de réponse 

lymphocytaire Th1 et Th2 ne semblent pas induits au cours des mêmes stades de l'infection. En 

effet, la réponse cellulaire commute d'un profil de type Th1 (début de l'infection jusqu'à 4 

semaines) vers un profil de type Th2 (à partir de 8 semaines post-infection) chez la souris 

(Fallon, 2000). Cette caractéristique fait de l'infection murine un modèle essentiel non 

seulement pour comprendre la régulation immunologique entre ces deux profils immunitaires 

mais également pour évaluer leur rôle au cours de l'infection. Alors que les schistosomules 

semble induire préférentiellement une réponse immune de type Th1 au début de l'infection par 

S. mansoni (production d'IFNy et d'IL-2), la ponte puis l'apparition des oeufs déposés dans les 

tissus conduit à une réponse cellulaire de type Th2 (Grzych et al., 1991; Pearce et al., 1991). La 

mise en place du profil Th2 régule alors négativement l'immunité de type Th1 préalablement 

installée. Il est à noter que ce même mécanisme immunitaire a également été observée au cours 

de l'infection murine par S. haematobium (Lane et al., 1998). La commutation vers un profil de 

type Th2 semble liée à des facteurs intrinsèques à l'oeuf parasitaire, tels que des 

oligosaccharides (Lewis X) présents à leur surface (V elupillai et al., 1994). Ces structures sont 

en effet capables de stimuler la production d'IL-l 0 inhibant la prolifération des cellules Th 1. 

L'utilisation de souris invalidées pour l'IL-4, ne développant pas de réponse Th2, a 

permis de montrer les effets protecteurs de cette cytokine après une infection par S. mansoni 

(Pearce etal., 1996). L'efficacité protectrice de cette cytokine semble principalement intervenir 

dans le contrôle des manifestations pathologiques au cours d'une primo-infection et dans la 

réduction de la charge vermineuse observée après une réinfection (Rosa-Brunet et al., 1997). 

L'infection de souris par des cercaires irradiées est également une stratégie intéressante 

pour étudier la réponse immune induite au cours des premiers stades parasitaires. En effet, ces 

cercaires transformées sont incapables de maturer en schistosomes adultes car elles sont 

ralenties au niveau de la peau puis ne maturent pas au niveau des poumons. Ceci facilite la mise 

en place de réponses immunes plus efficace. L'immunisation par les cercaires irradiées induit 

une réponse de type Th1 prédominante, caractérisée par une forte production d'IFNy et aboutit à 

la protection des souris (Mountford et al., 1992). Cette protection est réduite si les animaux sont 

traités par des anticorps neutralisant l'activité de l'IFNy (Smythies et al., 1992). Le rôle majeur 

de l'IFNy dans l'immunité protectrice est également confirmé in vitro par sa capacité à activer 
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les macrophages ce qui aboutit à la lyse des schistosomules (Pearce et al., 1993). L'action de 

l'oxyde nitrique (NO) semble jouer un rôle important dans ce phénomène cytotoxique et la 

production de ce médiateur est induit par l'IFNy et le TNFa (James et al., 1989). 

Suite à ces données observées chez le rat ou la souris, il apparaît difficile de définir un 

type de profil immunitaire particulier intervenant dans la protection contre l'infection ou la 

réinfection. En effet, alors qu'une réponse immune de type Th2 semble clairement associée à 

une protection chez le rat, les deux types de profil immunitaire pourraient intervenir, dans le 

contrôle de l'infection chez la souris. Chez ce dernier modèle, la protection semble dépendre du 

stade parasitaire étudiée. Néanmoins, la souris reste un modèle important pour étudier la 

régulation immunitaire au niveau du granulome bilharzien. 

111.2.3) Réponse cellulaire et granulome bilharzien 

Après infestation, les granulomes hépatiques se développent chez la souris et partagent 

des caractéristiques communes avec ceux observés au cours de l'infection humaine. 

Contrairement à l'infection· humaine, la pathologie murine apparaît précocement et après une 

seule infestation massive. Néanmoins, le modèle murin peut apporter de nombreuses 

informations concernant la régulation de la réponse cellulaire locale. 

La sécrétion d'antigènes par les oeufs vivants entraîne une réaction inflammatoire 

appelée granulome qui est caractérisé par un recrutement massif de neutrophiles, d'éosinophiles 

et de lymphocytes (Moore et al., 1997). Le granulome est classiquement considéré comme une 

réaction inflammatoire à médiation cellulaire ou hypersensibilité retardée (Warren et al., 1967). 

Chez la souris, il a été montré que les lymphocytes T de type CD4+ était une population 

cellulaire fortement impliquée dans la formation du granulome (Mathew et al., 1986). 

Différentes cytokines pro- et anti-inflammatoires sont alors produites par les cellules présentes 

au voisinage du granulome. Certaines semblent réguler la réaction inflammatoire, d'autres 

semblent participer à l'induction de la fibrose hépatique. 

Par exemple, l'IL-2 et l'IL-4 sont fortement impliquées dans le développement de la 

réaction granulomateuse après le dépôt des oeufs (Mathew et al., 1986; Lukacs et al., 1993). 

L'IL-2 serait en effet capable d'induire la mise en place d'une réponse immune de type Th2 car 

sa neutralisation conduit à une diminution de la production d'IL-4 et d'IL-5 par les cellules T du 

granulome (Wynn et al., 1993, Metwali et al., 1993). L'IL-5 induite semble jouer un rôle 

essentiel dans le recrutement des éosinophiles autour des oeufs déposés et ces cellules seraient 

directement productrices d'IL-4 et d'IL-5 (Rumb ley et al., 1999). Récemment, il a été montré 

que l'IL-13, autre cytokine de type Th2 chez la souris, semble également être un élément 

important dans le développement de cette réaction inflammatoire (Chiaramonte et al., 1999). 
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Tout comme ces cytokines associées à un profil de type Th2, le TNFa, cytokine 

inflammatoire, est nécessaire au développement d'une réaction granulomateuse. En effet, 

l'injection de cette cytokine est capable de restaurer la formation de granulome, chez des souris 

SCID (déficientes en cellules B et T) infectées (Amiri etal., 1992). 

En revanche, la présence d'IFNy et d'IL-12 semble inhiber la formation du granulome. 

L'IFNy serait en effet capable d'inhiber la production de cytokines de type Th2 (IL-4, IL-5) qui 

favorisent le développement du granulome (Lukacs et al., 1993). Cette même action a été 

démontré pourl'IL-12 au niveau de granulomes pulmonaires (Wynn etal., 1994). En plus d'un 

effet inhibiteur sur la formation du granulome, ces deux cytokines seraient impliquées dans la 

réduction de la fibrose hépatique (Czaja et al., 1987; Wynn et al., 1995). 

D'après les données chez la souris, la présence des granulomes bilharziens semble être 

associée à une réponse immunitaire de type Th2 tandis que les cytokines de type Thl 

interviendraient dans la modulation de la pathologie. Cette dichotomie semble être bien simple. 

En effet, le TNFa semble avoir un rôle primordial dans le déclenchement de la réaction 

inflammatoire qui serait alors régulée négativement par les cytokines de type Th2. Cette -· 

régulation Th2-dépendante interviendrait alors tardivement mais, par leur action de recrutement 

d'éosinophiles et de lymphocytes T, elles seraient capables de faire évoluer une réaction 

inflammatoire associée à un profil de type 1 vers la réaction granulomateuse de type 2. La 

cinétique de la formation du granulome semble donc ainsi prépondérante dans la régulation de la 

réponse immune. 

Au cours de cette régulation, l'IL-l 0 semble jouer un rôle primordial. En effet, il a été 

montré que l'administration de cette cytokine chez la souris était capable non seulement de 

diminuer les réactions d'hypersensibilité retardée spécifique aux antigènes d'oeufs mais surtout 

de prévenir la formation du granulome hépatique (Flores-Villanueva et al., 1996). Cette 

cytokine anti-inflamrnatoire est associée chez la souris à un profil de type Th2 et est capable de 

réguler négativement une réponse de type Thl. L'IL-l 0 semble donc avoir une action immuno

régulatrice importante en inhibant le développement précoce du granulome bilharzien. 

Le modèle souris semble apporter de précieuses informations concernant les régulations 

immunitaires précoces et tardives au cours du développement de la pathologie bilharzienne. 

Cpendant, les données immuno-épidémiologiques observées au cours de l'infection humaine ne 

semblent pas clairement confirmer ces résultats. Chez l'homme, l'infection est quotidienne et se 

déroule pendant de nombreuses années. La régulation de l'immunité spécifique ne peut donc 

être que différente. Néanmoins, les mécanismes effecteurs de l'immunité humorale chez 

l'homme semblent partager des similarités avec ceux observés chez le rat (ADCC). 
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111.3) Réponse immune spécifique au cours de l'infection humaine: 

Au cours de l'infection humaine par les schistosomes, la régulation de la réponse 

immune spécifique joue un rôle prépondérant, non seulement dans la résistance ou la 

susceptibilité à la (ré)infection mais également dans la modulation ou l'exacerbation des 

pathologies associées. La présence du parasite induit en effet la mise en place d'une réponse 

cellulaire spécifique régulant l'apparition da la réponse anticorps dirigée contre les antigènes 

parasitaires. 

Les lymphocytes T activés à la suite de la reconnaissance spécifique des antigènes 

parasitaires produisent de nombreuses cytokines, dont certaines interviendront directement dans 

l'orientation des réponses isotypiques. Une étroite corrélation s'établit donc entre le profil de 

cytokines sécrétées spécifiquement par les cellules immunitaires, notamment les lymphocytes T, 

et la production des différentes classes d'anticorps par les cellules B. 

Avant de présenter les mécanismes immunitaires et le profil des réponses immunes 

spécifiques induits au cours de l'infection bilharzienne humaine, nous nous proposons de 

présenter une liste non exhaustive des mécanismes de l'immunologie chez l'homme. Malgré de 

fortes similarités avec les modèles animaux (rat et souris), la régulation des réponses immunes 

spécifiques chez l'homme présente de nombreuses spécificités. 

111.3.1) Notions d'immunologie chez l'homme: 

III.3.1.a) Isoty.,oes et c.ytokines: 

Au cours de cette thèse, nos études présentent l'évolution des réponses anticorps 

spécifiques au cours des schistosomiases humaines. La production des différentes classes 

d'anticorps dépend de la stimulation des lymphocytes B par différentes cytokines sécrétées par 

les cellules T. Ce chapitre se concentrera donc à présenter les connaissances acquises chez 

l'homme concernant la régulation des différents isotypes par certaines cytokines 

immunorégulatrices. La stimulation de la sécrétion des différents isotypes dépend de plusieurs 

phénomènes distincts. D'une part, certaines cytokines interviennent directement dans la 

commutation isotypique aboutissant à la production des ARNm codant pour différentes classes 

d'anticorps. Et d'autre part, les cytokines sont capables d'induire la production des différents 

classes d'immunoglobulines, puis leur sécrétion par les cellules B. 

De très nombreuses données concernant la régulation isotypique par les cytokines sont 

disponibles dans la littérature. Le tableau ci-dessous présente une liste d'observations 

communément acceptées. 
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RéKulation isotypique par les cytokines chez l'homme: 

Iso types Commutation isotypique Production Références 

IL-4 Brière et al., 1994a 

lgGl IL-4 IL-10 Cocks et al., 1993 
Fujieda et al., 1995 

IL-10 IL-13 Kawano et al., 1994 

IFN-y Kitani et al. 1993 
Widhe et al., 1998 

IFN-y 

lgG2 IFN-y IL-4 Kawano et al., 1994 
Kitani et al. 1993 

IL-6 Kotowich et al., 1993 

IL-4 Brière et al., 1994a 

IgG3 
IL-4 IL-10 Fujieda et al., 1995 

IL-10 Kitani et al. 1993 
IFN-y Kotowich et al., 1993 

Widhe et al., 1998 

IL-4 Akdis et al., 1998 

lgG4 
IL-4 IL-10 Fujieda et al., 1995 

IL-13 Kitani et al. 1993 
IL-13 Maggi et al., 1989 

IL-5, IL-6 Pène et al., 1988 

(liA dépendant) Zurawski et al., 1994 

IL-4 Cocks et al., 1993 

IgE 
IL-4 IL-13 Ga scan et al., 1991 

IL-13 Maggi et al., 1989 
IL-5, IL-6 Pène et al., 1988 

(IL-4 dépendant) Zurawski et al., 1994 

TGF-~ Brière et al., 1994b 

IgA 
TGF-13 IL-10 Defrance et al., 1992 

IL-10 Kotowich et al., 1993 
IL-4, IL-5, IL-6 Sonoda et al., 1989 

Van Vlasselaer et al., 1992 
Zan et al., 1998 

Contrairement aux autres isotypes, l'IFNy est la seule cytokine décrite pour induire la 

commutation isotypique des IgG2. A l'inverse, l'IL-4 semble jouer un rôle pléiotropique dans la 

régulation de la commutation et/ou de la production des différentes classes d'anticorps. 
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Néanmoins, il a été démontré dans de nombreux modèles que cette cytokine régule 

préférentiellement les isotypes les IgE et IgG4. Dans certains cas, l'IL-4 peut également 

intervenir dans la production des IgG 1 et des IgG 3. La régulation des isotypes IgE et IgG4 est 

également fortement dépendente de 1 'IL-13. En revanche, 1 'IL-l 0 est probablement une cytokine 

clef dans l'orientation de la réponse immune vers la production d'IgE ou d'IgG4. Les résultats 

d'Akdis et al. (1998) ont en effet récemment démontré que la stimulation par l'IL-10 

provoquerait une augmentation des IgG4 sans aucune action sur la production des IgE. 

Comme nous pouvons le remarquer dans ce tableau, l'IL-10 semble jouer un rôle 

prépondérant dans la stimulation des sous-classes IgG. En particulier, elle permet la 

commutation isotypique des IgGl et IgG3 (Brière et al., 1994a). 

De plus, cette cytokine coopère avec le TGFf3 dans l'induction de l'isotype lgA. Bien 

que le rôle commutatif de l'IL-l 0 vers les IgA soit plus suggéré que démontré (Defiance et al., 

1992), cette cytokine immunorégulatrice semble plus particulièrement stimuler la production des 

IgA (Brière et al., 1994b). Le TGFf3 est ainsi la cytokine intervenant surtout dans la 

commutation isotypique des lgA (V an Vlasselaer et al., 1998). 

111.3.1.b) Prqfils Thl et Th2: 

En 1986, Mosmann et al. décrivaient pour la première fois que deux sous-populations 

lymphocytaires T CD4+ auxiliaires existaient chez la souris. Ces sous-populations nommées 

Thl et Th2 étaient caractérisées par leur dichotomie dans le profil de cytokines sécrétées. A 

l'heure actuelle, de très nombreuses études ont permis non seulement de confirmer cette 

dichotomie de sécrétion des cytokines mais principalement de décrire une fonction différente de 

ces profils immunitaires dans de nombreux modèles infectieux ou pathologiques (Mosmann et 

al., 1996). 

Chez l'homme, cette dichotomie partagent de très fortes similarités avec celle observée 

chez la souris (Romagnani, 1992). Aujourd'hui, la notion de cellules Thl ou Th2 s'est étendue 

à la description de profil immunitaire de type Thl ou de type Th2. Ils ne concernent donc plus la 

sécrétion de différentes cytokines et la dichotomie fonctionnelle des seules cellules T CD4+ 

auxiliaires mais caractérisent un profil de la réponse immune spécifique incluant plusieurs types 

cellulaires. 

Les profils Thl ou Th2 sont associés non seulement à une production différente des cytokines 

mais principalement à une fonctionnalité bénéfique ou pathologique dans de nombreux modèles 

infectieux et immunitaires chez l'homme. Comme nous avons décrit précédemment que 

certaines cytokines étaient impliquées dans la production des différentes sous-classes 

d'anticorps, les isotypes sont eux aussi associés à un profil de type Thl ou Th2. 

L'ensemble des données est résumé dans le tableau ci-dessous. Les cytokines et isotypes 

indiqués en couleurs sont clairement caractéristiques de chaque profil. 
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Les profils Th1 et Th2 chez l'homme (d'après Romagnani# 1992) 

Cytokines 

Iso types 

Profil Thl 

IFN-y 

IL-2 

IL-12 

IL-18 

TNFa, TNP~ 

IL-3, GM-CSF 

IgG2 

IgG1 

IgG3 

Profil Th2 

IL-4 

IL-S 

IL-10 

IL-13 

IL-6, IL-9 

IL-3, GM-CSF 

IgGl 

IgG4 

IgE 

IgG3 

IgA 

Association bénéfique 

Leishmaniose 

Trypanosomiase 

Lèpre, Tuberculose 

Infections virales 

Candi dose 

Allergie 

Autoimmunité 
(Arthrite rhumatoïde) 

Borreliose 

Infections helminthiques 
(schistosomes, nématodes) 

Grossesse 

Association pathologique 

Autoimmunité 
(sclérose en plaques, 
arthrite rhumatoïde) 

Nématodes 

Rejet transplantation 

Leishmaniose 

Lèpre 

Infections virales 

Allergie et Asthme 

67 

Le profil Th1 est généralement impliqué dans les réponses immunes à médiation 

cellulaire lors d'infections par des pathogènes intracellulaires et dans les réactions 

d'hypersensibilité retardée. Il est caractérisé par la sécrétion d'IL-2, d'IFNy et d'IL-12 et 

l'isotype IgG2 semble y être associé. Cependant il a été montré récemment au cours de la 
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maladie de Lyme chez l'homme, infection bactérienne associée à un profil Th1, que l'isotype 

IgG1 mais principalement IgG3 étaient majoritaires et associés à la production d'IFNy (Widhe 

etal., 1998). 

La production d'IL-4, d'IL-5, d'IL-13 et dans la plupart des modèles d'IL-10 est 

associée au profil Th2 et induit la production des isotypes IgG4 et IgE. L'isotype IgG 1 semble 

cependant majoritairement associé à un profil Th2 plutôt qu'à un profil Th1. La production des 

IgA dépend de la présence d'IL-10 et cet isotype est plutôt classé dans le profil Th2. Mais le 

TGF~ n'étant pas associé clairement à l'un des deux profils, le classement des IgA au sein du 

profil Th2 est aujourd'hui de plus en plus contesté. 

L'existence de ce profil Th2 est majoritairement associée à une réponse immune 

spécifique de type humorale et intervient dans la protection contre des infections par des 

pathogènes extracellulaires telles que les helminthes mais également dans la pathologie 

allergique. 

111.3.2) Immunité spécifique au cours de la schistosomiase humaine: 

L'ensemble des données épidémiologiques concernant l'évaluation du niveau d'infection 

bilharzienne en fonction de l'âge révèle un phénomène particulier. En effet, le nombre d'oeufs 

retrouvés dans les selles pour S. mansoni ou dans les urines pour S. haematobium décroît 

fortement en fonction de l'âge des individus infectés. Alors qu'il augmente au cours de la 

première décennie de la vie pour devenir maximum chez les personnes âgées de 7 à 15 ans, le 

niveau d'infection décroît rapidement chez l'adulte alors que l'exposition au parasite, évaluée 

par le contact avec l'eau contaminée, reste sensiblement le même quelque soit l'âge. Bien que 

ces fluctuations pourraient être reliées à des comportements différents en fonction de l'âge, il est 

maintenant bien admis que ces différences d'intensité d'infection trouveraient en fait leur origine 

dans l'acquisition progressive avec l'âge d'une immunité protectrice naturelle. Ce contrôle 

immunologique serait favoriser par des infections successives qui sont nombreuses au cours de 

la vie des individus infectés. Ainsi, la réponse immune spécifique s'acquièrerait avec l'âge au 

cours de l'infection chez l'homme et interviendrait dans une sorte de protection naturelle à 

l'infection. 

Un tel mécanisme d'immunité anti-bilharzienne a été confirmé par des études 

immunologiques réalisées quelques mois après traitement au PZQ. En effet, la réinfection 

parasitaire, évaluée par la présence d'oeufs dans les déjections, ne semble pas présenter les 

mêmes caractéristiques chez tous les individus et deux populations apparaissent distinctes après 

le traitement. La population dite "résistante à la réinfection" est caractérisée par les individus qui 

ne présentent plus d'oeufs après le traitement alors qu'ils sont continuellement exposés au 
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parasite. En revanche, des individus présentent de nouveau des oeufs dans les déjections 3 à 6 

mois après le traitement et cette population est alors nommée "susceptible à la réinfection". La 

comparaison des réponses immunes spécifiques aux antigènes de schistosomes entre ces deux 

populations a permis de décrire des profils immunitaires associés à une résistance ou à une 

susceptibilité à la ré infection. 

L'évaluation de l'immunité spécifique en fonction de l'âge avant le traitement au PZQ ou 

en fonction d'une résistance ou susceptibilité à la réinfection après la chimiothérapie a aboutit à 

de nombreuses données immuno-épidémiologiques concernant le profil de la réponse immune 

protectrice contre les schistosomiases. 

Il/.3.2.a) Un consensus .·labalanceJsEI!gG4 

L'évaluation de l'immunité anti-parasitaire se focalise principalement sur le rôle que joue 

les réponses IgE et IgG4 dirigées contre les antigènes totaux parasitaires: le SWAP (Soluble 

Worms Antigens Preparation), les antigènes du ver et le SEA (Soluble Eggs Antigens), les 

antigènes de l'oeuf. 

Comme décrit précédemment dans les modèles animaux, les mécanismes d'ADCC 

semblent jouer un rôle anti-parasitaire crucial au cours de l'infection humaine. Le rôle de 

l'isotype IgE y semble être prépondérant bien que l'activité cytotoxique ait lieu également en 

présence d'anticorps spécifiques de type IgG1 et IgG3 (Capron et al., 1975; Capron et al., 

1984, Joseph et al., 1983; Khalife et al., 1989). Dans ces mécanismes, la lyse in vitro des 

schistosomes fait intervenir les macrophages, les éosinophiles et les plaquettes (Capron et al., 

1982; Butterworth et al., 1982). 

Cependant, une étude menée chez des enfants kenyans infectés par S. mansoni a montré 

que la présence d'anticorps IgM, IgG2 et IgG4 spécifiques aux antigènes parasitaires étaient 

capables de bloquer in vitro l'activité ADCC médiée par les éosinophiles et dépendante des IgG 1 

et IgG3 effecteurs (Khalife et al., 1986). De plus, le niveau des réponses isotypiques IgM, 

IgG2 et IgG4 spécifiques à des antigènes polysaccharides d'oeufs était plus élevé chez les 

individus susceptibles que chez les individus. r~sistants à la ré infection. La présence des trois 

réponses isotypiques corrélait positivement avec l'intensité de réinfection après chimiothérapie. 

Ces trois isotypes semblent donc prédictifs d'une susceptibilité à la réinfection et sont désormais 

classés comme des anticorps "bloquants" les mécanismes d'ADCC IgG1- ou IgE-dépendants 

(Butterworth et al., 1988; Capron et al., 1994 ). 

Dans de nombreuses études immuno-épidémiologiques, la balance entre les réponses 

IgE effectrices et IgG4 bloquantes a été évaluée au cours de l'infection par S. mansoni ou S. 
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haematobium. Les résultats les plus marquants sont indiqués sur le tableau ci-dessous et 

concernent l'évaluation des réponses IgE et IgG4 spécifiquement dirigées contre les antigènes 

parasitaires totaux (SWAP et SEA). Leur évaluation est présentée en fonction de l'âge des 

individus infectés, de l'intensité d'infection ou au cours de la réinfection parasite après 

chimiothérapie. 

Balance IaEfi&G4 au cours de l'infection humaine: 

IgG4 IgE Foyer Références 

Enfants +++ + Sh- Gambie Hagan et al., 1991 

An Sh - Zimbabwe Ndhlovu etal., 1996 
Adultes + +++ 

Sm- Sénégal VanDam et al., 1996 

Sh - Zimbabwe Mutapi etal., 1997 

In1~n5i1é 
Forte +++ + 

Sh - Zimbabwe Ndhlovu et al., 1996 

d'infection Sm -Kenya Naus etal., 1999 
Faible + +++ 

Sm- Brésil Viana et al., 1995 

Sm- Sénégal VanDam etal., 1996 

Sh- Gabon Grogan et al., 1997 
Susceptible +++ + 

Sh - Zimbabwe Ndhlovu etal., 1996 
Réinfection 

Sm- Kenya Dunne et al., 1992 
Résistant + +++ 

Sm- Kenya Naus etal., 1999 

Sm- Brésil Demeure et al., 1993 

Même si des différences dans les réponses IgE spécifiques ont été montrées vis-à-vis de 

la reconnaissance du SWAP ou du SEA (Webster et al., 1997), il semble exister un consensus 

entre les différentes études résumées dans ce tableau. 

En effet, les réponses immunes IgE anti-SW AP et anti-SEA semblent jouer un rôle 

protecteur contre la schistosomiase urinaire et intestinale chez l'homme. Cette réponse 

isotypique se développe lentement en fonction de l'âge mais est maximale chez les adultes qui 

présentent l'intensité d'infection la plus faible. A l'inverse les réponses IgG4 spécifiques sont 

particulièrement importantes chez les enfants, individus présentant une forte intensité 

d'infection. Ces résultats sont confirmés après traitement par le PZQ, où l'isotype IgE est 
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associé à une résistance tandis que la réponse lgG4 était prépondérante chez les individus 

susceptibles à la réinfection. 

Ill.3.2.b) La controverse pour les autres isozypes 

Bien que le taux d'anticorps soit très variable selon les individus infectés, la réponse 

IgG 1 spécifique au SWAP ou au SEA semble représenter la sous-classe majoritaire des lgG au 

cours de l'infection (Boctor et al., 1990). 

Contrairement aux similarités observées entre de nombreuses études dans l'évolution des 

réponses IgE et lgG4 spécifiques au cours de l'infection, il semble difficile d'établir un profil 

protecteur ou non pour les autres réponses isotypiques. En effet, des résultats divergents entre 

les foyers d'infection sont observés en fonction de l'âge des individus infectés ou de leur niveau 

d'exposition au parasite. 

Différences en fonction de l' expositi9n au parasite: 

Exposition IgGl IgG2 IgG3 IgA Foyer Références 

pop. immigrante + + +++ 
ND Sm, Kenya Naus et al., 1999 

pop. chronique +++ +++ + 

pop. nouvellement exposée +++ +++ + 
ND Sm, Soudan Satti et al., 1996 

pop. chronique + + + 

foyer de forte infection + + +++ + 
Sh, Zimbabwe Mutapi et al., 1997 

foyer de faible infection + + + +++ 

(pop. = population) 

L'évolution des réponses isotypiques semble varier selon les populations considérées. 

En effet, il a été montré au Kenya que la réponse IgG3 était la réponse isotypique prépondérante 

dans une population immigrante donc nouvellement exposée depuis moins d'un an (Naus et al., 

1999). Ce résultat était comparé à celui observé chez une population chroniquement infecté du 

même village. A l'inverse, au Soudan, aucune différence des réponses lgG3 n'étaient observées 

entre les populations chroniquement ou nouvellement exposés alors que les lgG 1 et lgG2 

spécifiques étaient majoritaires chez les individus nouvellement en contact avec le parasite (Satti 
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et al., 1996). Ces résultats soulignent les différences observées entre les études en ce qui 

concerne ces trois réponses isotypiques. 

De plus, chaque réponse isotypique semble être régulée différemment selon l'intensité 

d'infection observée dans les différents foyers. En particulier, la réponse lgG3 spécifique est 

plus élevée dans un foyer de forte infection comparativement à un foyer de faible intensité 

d'infection tandis que ce phénomène est inverse pour l'isotype IgA (Mutapi et al., 1997). 

Les différences entre ces trois exemples indiquent que l'évolution des réponses 

isotypiques IgG 1, IgG2, lgG3 et IgA au cours de l'infection pourrait dépendre étroitement de la 

nature du foyer d'infection étudié. 

Différtiln~fil5 filD fon~tinn dtil 1 'âKtil diil5 indiiidu5 infiilt1é5: 
Les résultats présentés dans ce tableau concernent uniquement les réponses anti-SW AP 

IgGl IgG2 IgG3 IgA Foyer Références 

~ ~ - ND Sm, Kenya Naus et al., 1999 

~ t t t Sm, Sénégal Van Dam et al., 1996 

- - - - Sm, Kenya Webster et al., 1997a 

t ~ - ~ Sh, Zimbabwe Mutapi et al., 1997 

- ND ND t Sh, Zimbabwe Ndhlovu et al., 1996 

~ : diminution de la réponse isotypique avec l'âge 

f : augmentation de la réponse isotypique avec l'âge 

= : pas de différence de la réponse isotypique en fonction de l'âge 

Comme nous pouvons le remarquer sur ce tableau, la variation des réponses isotypiques 

en fonction de l'âge des individus semble dépendre fortement de la population étudiée. 

Ainsi, les réponses IgG 1 anti-SW AP chutent avec l'âge dans une population immigrante 

nouvellement infectée (N aus et al., 1999) et chez des individus provenant d'un foyer d'infection 

récent au Sénégal (Van Dam et al., 1996). Par contre, dans des foyers chroniques à S. mansoni 

(Webster etal., 1997a) ou à S. haematobiwn (Ndhlovu et al., 1996), cette réponse isotypique 

ne varie pas. De plus, nous pouvons remarquer que, dans le même foyer d'infection à S. 

haematobiwn, la réponse IgG1 ne présente pas une évolution similaire (Ndhlovu et al., 1996; 
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Mutapi et al., 1997). La comparaison de la réponse IgA semble aboutir également à des 

observations inverses dans ce foyer de bilharziose urinaire. 

L'ensemble de ces données indiquent donc que ces réponses isotypiques évoluent 

différemment en fonction de l'âge des individus selon les foyers considérées. Contrairement aux 

réponses IgE et IgG4, il semble ainsi difficile d'évaluer le rôle protecteur ou "bloquant" des 

isotypes IgG 1, IgG2, IgG3 et IgA au cours de l'infection. En effet, aucune de ces quatres 

réponses isotypiques n'apparaîent clairement augmenter en fonction de l'âge et aucune ne 

semble donc associée étroitement avec la résistance à l'infection acquise naturellement. 

De plus, il est à noter que des résultats opposés peuvent être observés dans un même 

foyer d'infection ce qui souligne encore l'incapacité de déterminer réellement la part de ces 

isotypes dans la réponse immune acquise contre la schistosomiase. 

Les réponses isotypiques présentées ci-dessus étaient spécifiquement dirigées contre le 

SWAP. Or, il est connu que les sous-classes d'IgG reconnaissent des structures antigéniques 

différentes qui sont présentes en quantitÇ . variable dans le SWAP ou le SEA. En effet, les 

réponses IgG2 semblent majoritairement dirigées vis-à-vis d'épi topes carbohydrates tandis que 

l'isotype IgG4 reconnaîtrait uniquement des épitopes peptidiques (Langley et al., 1994). En 

revanche, les isotypes IgG 1 et IgG3 sont capables de reconnaître les deux types de structures. 

Les antigènes totaux d'oeufs de schistosome semblent exprimer une plus forte quantité 

de composés carbohydrates que des antigènes de vers adultes. Cette propriété suggère que la 

reconnaissance du SWAP ou du SEA par les anticorps de l'hôte pourrait être différente selon 

l'isotype considéré. 

Contrairement aux réponses IgE et IgG4 qui semblent similaires vis-à-vis du SWAP ou 

du SEA, le tableau ci-dessous montre les variations entre les autres réponses isotypiques 

dirigées contre le SWAP ou le SEA en fonction de l'âge des individus infectés. 
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Différences des réponses isotypiques dirigées contre le SWAP ou le SEA en 

fonction de 1' âge des individus 

IgGl IgG2 IgG3 lgA Foyer Références 

pas de diff. pas de diff. pas de diff. pas de diff. Sm, Sénégal Van Dam et al., 1996 

SWAP:= SWAP:= SWAP:= SWAP:= Sm, Kenya Webster et al., 1997a 

SEA: ~ SEA: ~ SEA: ~ SEA: ~ 

pas de diff. SWAP: t Sh, Zimbabwe Ndhlovu et al., 1996 

SEA:= 

pas de diff. SWAP:= pas de diff. pas de diff. Sh, Zimbabwe Mutapi et al., 1997 

SEA: ~ 

~ : diminution de la réponse isotypique avec l'âge 

t : augmentation de la réponse isotypique avec l'âge 

= : pas de différence de la réponse isotypique en fonction de l'âge 

pas de diff: la réponse anti-SEA est similaire à celle dirigée contre le SWAP 

Au sein du foyer sénégalais, la réponse immune dirigée contre le SWAP est similaire à 

celle observée contre le SEA (Van Dam et al., 1996). Mais dans un foyer kenyan, les quatres 

réponses isotypiques anti-SEA chutent avec l'âge des individus alors que les réponses dirigées 

contre le SWAP ne varient pas (Webster et al., 1997a). Dans une région où sévit l'infection à S. 

haematobiwn (Zimbabwe), Ndhlovu etal. (1996) ont montré une évolution différente entre les 

réponses IgA anti-SW AP et anti-SEA en fonction de l'âge alors que la reconnaissance des IgA 

était identique entre les deux extraits parasitaires totaux dans un second foyer (Mutapi et al., 

1997). 

De plus, dans l'étude de Webster et al. (1997a), la réponse IgG1 anti-SWAP était 

significativement plus élevée chez les hommes comparativement aux femmes alors que cette 

différence n'était pas retrouvée vis-à-vis du SEA. A l'inverse, la réponse IgG 1 dirigée à la fois 

contre le SWAP et le SEA était prépondérante chez les femmes infectées par S. haematobium 

dans un foyer au Zimbabwe (Mu tapi et al., 1997). 
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Les réponses isotypiques spécifiques acquises au cours de l'infection ne présentent donc 

pas un profil similaire selon l'extrait parasitaire étudié. Les conclusions concernant le rôle 

protecteur de tel ou tel isotype doivent donc tenir compte de la spécificité de reconnaissance 

entre le SWAP et le SEA. 

Alors que pour les réponses IgE et IgG4 spécifiques, un certain consensus semble 

exister entre les différentes études, il semble diffcile de définir clairement le rôle effecteur des 

anticorps spécifiques de type IgG 1, IgG2, lgG3 et lgA au cours de la schistosomiase humaine. 

Ces différences dépendent non seulement du foyer d'infection étudié, de l'intensité d'exposition 

au parasite des populations mais également de la reconnaissance antigénique. 

De plus, il n'est pas exclu que la spécificité isotypique soit capable de présenter des 

variations selon le mode préparatoire des antigènes parasitaires par les différents laboratoires de 

production. Pour cette raison l'OMS et le Schistosome Vaccine Network ont proposé d'utiliser 

des lots communs d'extraits parasitaires totaux (SWAP et SEA) afin d'homogénéiser au 

maximum les études immuno-épidémiologiques menées sur le terrain. 

III. 3. 2. c) Réponse cellulaire dans la schistosomiase hwnaine: 

- Profil Th2 et protection: 

Au cours de l'infection, les études immuno-épidémiologiques montrent dans la plupart 

des cas que le profil de production spécifique des cytokines est associé à une réponse cellulaire 

de type Th2 chez l'homme (Dunne et al., 1992). Ce phénomène semble être associé à la forte 

réponse anticorps IgE et IgG4 observée. 

En effet, après restimulation in vitro par du SWAP des cellules mononuclées du sang 

(PBMC) de patients infectés par S. mansoni, une forte induction d'ARNm codant pour l'IL-4 et 

l'IL-5 et une forte production de ces deux cytokines dans les surnageants de culture ont été 

observées (Araujo et al., 1996). A l'inverse, la production d'IFNy n'a pas été détectée. 

L'évaluation de la production spécifique des cytokines dans les populations résistantes 

ou susceptibles à la réinfection après traitement au PZQ est venu démontrer le rôle de la réponse 

de type Th2 dans l'acquisition d'une protection contre la schistosomiase. Ceci corrélait avec les 

observations épidémiologiques qui montraient que l'isotype IgE est associé à ce phénomène. 

Dans un foyer chronique à S. mansoni au Kenya, la présence d'IL-5 spécifique au 

SWAP était associée à une résistance à la réinfection alors qu'une telle corrélation n'était pas 

retrouvé vis-à-vis de la production d'IFNy (Roberts et al., 1993). L'effet protecteur de la 

réponse de type Th2 semblait s'acquérir avec l'âge car elle était prépondérante chez les adultes, 

comparativement aux enfants. L'importance des populations de lymphocytes CD4+ a été 

montrée au cours de l'infection par S. haematobium (Grogan et al., 1996). En effet, un 
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traitement par le PZQ était capable d'augmenter la production spécifique d'IL-4 par ces cellules 

alors qu'une déficience de production d'IFNy et d'IL-2 était observée. Le rôle majeur des 

cellules Th2 dans la protection a été clairement analysé à un niveau clonai chez une population 

infectée par S. mansoni au Brésil (Couissinier-Paris et al., 1995). Cette étude démontrait que la 

présence de lymphocytes T CD4+ de type Th0/2, sécrétant m~oritairement de l'IL-4, était 

majoritaire chez les individus résistants à la réinfection tandis que les patients susceptibles 

présentaient majoritairement des sous-populations de type Th0/1, produisant de l'IFNy. 

De façon plus générale, la forte réponse Th2 induite au cours de l'infection bilharzienne 

est également capable de réguler la réponse immune vis-à-vis d'antigènes non parasitaires 

(Kullberg et al., 1992). En particulier, des individus infectés par S. mansoni et vaccinés par 

l'anatoxine tétanique (TT) présentent une réponse Thl (production d'IFNy) spécifique à la TT 

plus faible que celle observée chez des individus vaccinés mais non-infectés par la 

schistosomiase (Sabin etal., 1996). Ces résultats suggèrent donc qu'une vaccination induisant 

une réponse de type Thl protectrice dans de nombreux modèles bactériens pourrait perdre de 

son efficacité chez des individus infectés par la schistosomiase. 

Cependant, le profil de la réponse cellulaire semble présenter des différences selon la 

spécificité antigénique. En effet, une réponse cellulaire de type Th2 (IL-4 et IL-5) est observée 

après une restimulation in vitro par du SEA de PBMC d'individus infectés alors que le profil de 

production des cytokines était associé à une réponse ThO (IFNy, IL-5) après restimulation par 

du SWAP (Williams et al., 1994). 

Une différence dans le profil de réponse cellulaire spécifique au SWAP ou au SEA a 

également été démontré dans un foyer récent d'infection à S. mansoni au Sénégal (Marguerite et 

al., 1999). Dans cette étude, nous avons montré que la réponse cellulaire présentait à la fois un 

profil de type Thl et Th2 (production d'IFNy, d'IL-2 et d'IL-5) et qu'elle semblait 

prépondérante chez les femmes. L'existence de ce profil mixte pourrait être liée à la particularité 

de ce foyer d'infection récent où les individus sont exposés au parasite depuis moins de 10 ans. 

Cette particularité semble être confirmée récemment par Montenegro et al. (1999) qui 

démontrent une régulation des deux profils immunitaires en fonction de la durée de l'infection. 

En effet, une forte production d'IL-l 0 spécifique est observée chez des individus 

chroniquement infectés alors qu'une infection précoce et aiguë est caractérisée par une 

production prépondérante d'IFNy. Ces résultats soulignent également le rôle immuno

modulateur importante joué par l'IL-l O. 
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- Ik 10 : un rô1e clef dans l'irornuoo-modulation au cours de l'infection: 

L'infection bilharzienne chronique due à une exposition au parasite pendant de 

nombreuses années est connue pour réguler négativement les réponses cellulaires, en particulier 

en inhibant la prolifération et la réactivité des cellules T spécifiques aux antigènes parasitaires 

(Yazdanbakhsh et al., 1999). Au cours de l'infection chronique par S. haematobium, la faible 

capacité des lymphocytes T à proliférer est concomitante à une modulation des réponses de type 

Thl et Th2 spécifiques, caractérisées par une faible production d'IFNy et d'IL-5 respectivement 

(Grogan et aL, 1998). 

L'IL-l 0 semble jouer un rôle primordial dans ce type de régulation lié à la chronicité de 

l'infection. En effet, cette cytokine immuno-régulatrice est impliquée dans des mécanismes 

d'anergie des lymphocytes T spécifiques aux antigènes parasitaires en inhibant l'expression des 

molécules co-stimulatrices B7 (King et al., 1996). 

L'IL-l 0 est connue pour son rôle inhibiteur des réponses immunes à médiation cellulaire 

ce qui en fait une cytokine d'intérêt dans l'étude du développement du granulome bilharzien. 

Ainsi, il a été montré chez l'homme que cette cytokine était capable d'inhiber la formation du 

granulome bilharzien in vitro (Falcao et al., 1998). La relevance de ce résultat au cours de 

l'infection humaine a été démontré dans une étude qui évalue la réponse cellulaire développée 

chez des individus présentant des pathologies hépatospléniques graves (Malaquias et al., 1997). 

Ces auteurs montraient le rôle important de l'IL-l 0 dans le contrôle immunitaire de la morbidité 

bilharzienne. 

- Réponse cellulaire et patholo~ie bj1harzienne: 

La réponse immune de type 1 semble être prépondérante chez les individus présentant 

des formes pathologiques de la maladie telle que l'hépatosplénomégalie dans le cas d'une 

infection à S. mansoni (Fallon, 2000). En effet, une étude réalisée au Kenya a montré une 

production d'IFNy et de TNFa spécifique aux antigènes parasitaires plus élevée chez les 

patients atteints d'hépatosplénomégalie, comparativement aux individus infectés mais qui ne 

présentent pas de formes pathologiques (Mwatha et al., 1998). La régulation inverse était 

observée pour la production d'IL-5. La présence de cytokines pro-inflammatoires, 

majoritairement associées à une réponse immune de type 1, corrélée à une faible immunité de 

type 2 semblait donc être impliquée dans le développement de la pathologie bilharzienne. En 

revanche, les résultats de cette étude sont présentés uniquement chez des enfants âgés de 8 à 16 

ans. Nous ne pouvons donc pas exclure que le profil des réponses cellulaires soit différemment 

régulé chez les adultes atteints d'hépatosplénomégalie. 
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Des conclusions similaires ont été rapportées dans une étude au Brésil indiquant que les 

formes hépatospléniques sont associées à un fort taux de TNP a circulant (Zwingerberger et al., 

1990). 

III.3.2.d) Immunité ervrédimosition génétirme: 

Le dernier aspect de l'immunité spécifique développée au cours de l'infection humaine 

concerne la mise en évidence d'un gène codominant contrôlant la susceptibilité à l'infection 

(Abel et al., 1991 ). Récemment, un locus chromosomique relié à une résistance à l'infection par 

S. mansoni a été identifié après avoir analysé la ségrégation de marqueurs chromosomiques 

dans des familles brésiliennes considérées comme résistantes (Marquet et al., 1996). La 

localisation génétique de ce dernier locus nommé Sm 1 sur le chromosome 5, en position q31-

q33, laisse présager la participation d'une ou de plusieurs molécules clés dans l'orientation des 

réponses immunes. En effet, ce locus chromosomique comprend les gènes codant pour l'IL-4, 

l'IL-5, l'IL-9 et l'IL-13 et une seconde étude indique que ce locus est relié à une région 

chromosomique régulant les niveaux d'IgE (Marsh et al., 1994). 

L'implication d'un déterminisme génétique semble également intervenir dans le 

développement des formes hépatospléniques graves de l'infection. En effet, une région nommée 

Sm2, a été identifiée sur le chromosome 6 en position q22-q23, et est reliée à la susceptibilité 

pathologique (Dessein etal., 1999). De manière intéressante, ce locus comporte le gène codant 

pour le récepteur (R1) de l'IFNy, cytokine associée aux fonnes graves de la maladie. De plus, 

le développement des hépatosplénomégalies semble être associé à une certaine spécificité HLA 

(Secor et al., 1989). 

Le déterminisme génétique de la susceptibilité à l'infection et à la pathologie pourrait être 

pris en considération dans les études immuno-épidémiologiques. 
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IV) Stratégies vaccinales contre les schistosomiases: 

Comme nous l'avions décrit précédemment (chap. 1), les moyens actuels de lutte contre 

les schistosomiases présentent tous des limites. En effet, les programmes d'éducation pour la 

santé ou d'assainissement des eaux sont des efforts à longs termes dont il est difficile d'en 

mesurer l'efficacité. Ces moyens ne peuvent être que complémentaires des stmtégies de lutte 

"biologiques". La lutte anti-vectorielle n'a que mrement montré son efficacité et présente un 

danger écologique pour la faune et la flore locale. L'emploi du PZQ en traitement de masse ou 

sélectif depuis vingt ans a contribué à émdiquer la schistosomiase dans certains pays et a conduit 

à une limitation des niveaux d'infection dans des foyers extrêmement suivis. Cependant, ce seul 

moyen de lutte ne peut faire reculer significativement et définitivement la maladie, en particulier 

dans les régions de forte endémie. En effet, la chimiothémpie n'est pas capable de prévenir les 

réinfections qui sont quotidiennes dans les foyers d'infection. 

De part la limite de ces moyens de lutte, les schistosomiases n'ont pas réellement 

régressé au cours des dernières années dans les pays touchés. Elles semblent d'ailleurs 

progresser dans les pays d'Afrique subsaharienne où elles deviennent un des problèmes majeurs 

de santé publique par absence de progmmmes de lutte dumble qui sont énonomiquement 

coûteux et difficiles à mettre en place à l'échelle d'un territoire entier. 

Une lutte efficace contre l'infection ciblée principalement contre le développement de la 

pathologie bilharzienne, ne pourm être effective que par l'utilisation de stmtégies multiples et 

complémentaires. En particulier, l'utilisation des moyens d'immuno-intervention préventive 

et/ou thérapeutique semble représenter un espoir majeur. En effet, nous avons décrit en 

introduction le rôle centml que joue la réponse immunitaire de l'hôte à de multiples niveaux dans 

le contrôle de l'infection et de la pathologie. De la formation des granulomes aux atteintes 

pathologiques, de l'efficacité de la chimiothémpie à l'acquisition d'une résistance à la 

réinfection, les mécanismes immunitaires interviennent à tous les niveaux de l'infection. 

Le développement d'une stmtégie vaccinale combinée à la chimiothémpie pourrait ainsi 

représenter le moyen de lutte le plus efficace contre les schistosomiases. L'objectif principal de 

la vaccination sera donc de prévenir le développement de la pathologie qui est la plupart du 

temps définitive lorsqu'elle est installée. 
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IV .1) Objectifs de la vaccination contre les schistosomiases: 

Un vaccin efficace contrôlant la pathologie pourrait agir à plusieurs niveaux au cours du 

cycle parasitaire. D'une part, il pourrait agir directement en induisant une réponse immunitaire 

capable de tuer les parasites au cours des premières phases de l'infection, en empêchant leur 

maturation vers le stade adulte. D'autre part, l'efficacité vaccinale pourrait intervenir dans 

l'inhibition du processus de ponte des oeufs par les parasites, enrayant ainsi le déclenchement 

des manifestations pathologiques. Enfin, un vaccin ou une immuno-intervention pourrait jouer 

un rôle thérapeutique en régulant le développement de la pathologie tissulaire après la ponte des 

oeufs. L'idéal serait bien sûr de pouvoir cibler en même temps ces trois mécanismes. 

Comme nous l'avons décrit précédemment, la réponse immune anti-parasitaire semble 

s'acquérir avec l'âge au cours de l'infection humaine et présenter ainsi un profil de type 

"protecteur" chez les adultes. Cependant, l'acquisition de cette immunité ne semble pas 

suffisamment efficace pour prévenir le développement de la pathologie, puisque les formes les 

plus graves sont retrouvées chez l'adulte. Un premier objectif pour une vaccination efficace 

serait donc d'induire une réponse immune protectrice le plus tôt possible dans la vie. Les 

enfants représentent ainsi la population cible mais une des grandes difficultés réside dans le 

choix de l'âge idéal de la vaccination. En effet, doit-on vacciner avant tout contact avec le 

parasite ou doit-on attendre que les enfants aient déjà développé une immunité anti-parasitaire? 

Un vaccin détruisant tous les parasites dés les premiers stades de l'infection parait 

utopique car son efficacité serait dépendante d'un facteur essentiel: l'infection elle-même. 

L'infection permettrait d'augmenter la réponse immune spécifiquement induite après 

vaccination, celle-ci deviendrait alors efficace pour prévenir le développement de la pathologie. 

Des simulations mathématiques font en effet apparaître qu'une réduction de moitié de la 

charge parasitaire serait suffisante pour à la fois limiter le développement des formes graves de 

la maladie et réduire la transmission d'une manière importante, à la seule condition que 

l'immunité protectrice soit prolongée au cours des années (Chan et al., 1997). 

En plus d'induire une immunité anti-infectieuse précoce, l'objectif essentiel d'un vaccin 

anti-bilharzien réside dans le contrôle du développement de la pathologie. Tout d'abord, les 

cibles vaccinales idéales pourraient se situer à différents niveaux: empêcher la reproduction des 

vers, inhiber la capacité de ponte, neutraliser l'influence de l'oeuf dans le déclenchement du 

granulome bilharzien. Un second axe de recherche pour un effet anti-pathologique serait de 

développer des stratégies d'immunorégulation au niveau du site de la pathologie. 
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Un vaccin capable d'inhiber la fécondité du parasite représente une des stratégies les plus 

adéquates pour obtenir un effet anti-pathologique efficace. L'effet d'une telle vaccination peut 

être représenté schématiquement ainsi: 

Efficacité d'un vaccin anti-fécondité: 

Effet 
anti-fécondité 

- infection seule 

- + vaccination 

pathologie 

Nombre d'oeufs dans tissus 

Dans les populations infectées, retrouver un faible nombre d'oeufs dans les tissus 

associé à une absence de pathologie est l'observation la plus fréquente. Cependant, 

l'accumulation des oeufs dans les tissus au cours des nombreuses années d'infection chronique 

aboutit au développement de la pathologie. L'objectif d'un vaccin anti-pathologique serait alors 

d'induire une réponse immune protectrice capable d'inhiber la fécondité des parasites. Ce 

phénomène réduirait le nombre d'oeufs déposés dans les tissus prévenant ainsi le 

développement de la pathologie. 

Le principal objectif du Schistosome Vaccine Network (SVN) s'intègre dans la 

démarche de définir les buts d'un vaccin contre les schistosomiases. Initié en 1998 par le Dr. G. 

RIVEAU, ce réseau européen permet de coordonner les actions "du laboratoire au terrain" pour 

le développement de stratégies vaccinales. Les objectifs particuliers du SVN sont ainsi les 

suivants: résoudre des problèmes concernant l'évaluation clinique de l'efficacité de candidats 

vaccinaux; développer les collaborations entre les différentes équipes de recherche travaillant sur 

le développement d'un vaccin anti-bilharzien; publier des recommandations sur l'évaluation des 

candidats vaccins dans les populations infectées. 

Dans un soucis de communication entre les équipes, une page Web sur le SVN a été 

réalisée par le Dr. O. POULAIN-GODEFROY (adresse: http://www.pasteur-lille.fr/svnl). 
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IV .2) Approches classiques: 

Le rat et la souris sont les modèles expérimentaux les plus utilisées dans le 

développement des stratégies vaccinales contre la schistosomiase. Cependant, l'infection 

parasitaire est différente entre ces deux modèles. Le rat est un animal semi-permissif ce qui 

permet d'étudier particulièrement l'immunité dirigée contre le ver. Par contre, le cycle parasitaire 

est complet chez la souris et l'évaluation d'un vaccin anti-pathologique est donc particulièrement 

adaptée dans ce modèle. L'utilisation de ces animaux représentent une première étape 

indispensable dans la mise en place de stratégies vaccinales contre la bilharziose. 

Cependant, l'expérimentation animale ne peut pas reproduire parfaitement l'infection 

humaine qui évolue lentement et chroniquement suite aux infections continues tout au long de la 

vie. Ainsi, de nombreuses expériences de vaccination ont été réalisées chez le singe qui semble 

présenter un développement de la pathologie plus comparable à celui constaté chez l'homme. De 

plus, ces animaux semble présenter un système immunitaire comparable à celui de l'homme ce 

qui fait du singe un modèle de choix pour des études pré-cliniques. 

Enfin, l'infection naturelle dans le modèle bovin représente probablement 

l'expérimentation la plus adéquate pour évaluer l'efficacité vaccinale (infection par S. 

japonicum et S. matheei des bovins dans les zones d'endémies). 

IV.2.1) BCG: 

Le Bacille de Calmette Guérin (BCG) est connu pour son rôle immunostimulant 

puissant. Son administration chez la souris a conduit à une forte protection vis-à-vis de 

l'infection à S. mansoni (Bout et al., 1977). Certaines spécificités antigéniques semblent réagir 

de manière croisée mais il semble que le mécanisme de protection par le BCG est 

majoritairement indépendant de toute spécificité antigénique. Ce rôle d'immunostimulation non 

spécifique pourrait s'appliquer à de nombreuses bactéries ou d'extraits bactériens. 

IV.2.2) Cercaires irradiées: 

L'injection de cercaires atténuées par irradiation permet d'induire des taux de résistance 

élevés vis-à-vis d'une infection à S. mansoni (Bickle et al., 1979). Cette résistance semble 

associée à la présence d'IFNy qui active la cytotoxicité des macrophages sur les schistosomules 

(James et al., 1986). L'administration de cercaires irradiées induit des mécanismes de réactions 

inflammatoires pulmonaires qui bloquent la migration des schistosomules (Smythies et al., 
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1992). Ce mode de vaccination est non seulement protecteur dans le modèle rongeur mais 

également chez le primate (Coulson, 1997). 

De plus, il a été montré chez la souris que les mécanismes cellulaires effecteurs contre le 

stade pulmonaire du parasite seraient plus efficaces quand les cercaires irradiées sont 

administrées en présence d'IL-12 utilisée comme immunomodulateur (Wynn et al., 1996). 

Néanmoins, un vaccin basé sur des schistosomes vivants atténués par une irradiation est 

bien sûr inapplicable chez l'homme. Ce modèle a apporté cependant de nombreuses 

infonnations concernant la régulation de l'immunité anti-parasitaire développé au cours des 

premières phases de l'infection. 

IV .2.3) Extraits parasitaires: 

Il existe des préparations d'extraits antigéniques solubles représentant les différents 

stades de maturation du parasite. Malgré l'existence de fraction d'antigènes solubles de 

furcocercaires ou de schistosomules, les extraits d'antigènes de vers adultes (SWAP) et d'oeufs 

(SEA) sont les plus utilisés. Des résultats de vaccination décevants ont été obtenus avec ces 

différentes préparations même si une injection intradermique de SWAP pennettait une réduction 

de 50% de la charge parasitaire (James et al., 1990). Mais l'efficacité relative de cette 

vaccination était observée uniquement en présence de BCG. 

Les extraits antigéniques présentent les désavantages d'être difficilement reproductibles 

en terme de production et sont constitués d'une véritable soupe d'antigènes dont les effets 

conjugués pourraient se contrecarrer mutuellement. L'administration de cette soupe antigénique 

pourrait également provoquer de graves réactions croisées avec des protéines du soi. De part ces 

nombreux désavantages, l'utilisation de ces antigènes parasitaires totaux apparaît irréalisable 

chez l'homme. De plus, il pourrait être difficile de produire ces extraits en respectant les nonnes 

GMP (Good Manufactory Practices) qui sont indispensables à tout essai clinique chez l'homme. 
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IV .3) Antigènes recombinants: 

Les approches classiques présentées ci-dessus montre leur limite d'utilisation chez 

l'homme. Une approche plus fine consiste à isoler séparément les antigènes présents dans les 

extraits d'antigènes totaux. Comme la purification d'un antigène à partir des stades parasitaires 

demande une grande quantité de matériel et une hétérogénéité difficilement contrôlable, une 

stratégie efficace est venue du clonage de ces antigènes dans des vecteurs principalement 

bactériens afin de produire en grande quantité et sous contrôle les protéines antigéniques 

recombinantes. Cette stratégie repose essentiellement sur deux approches: 

(1) Après purification d'antigènes à partir d'extraits solubles de parasites, les protéines 

suffisamment pures sont administrées à des animaux pour tester leur immunogénicité et leur 

pouvoir protecteur. Par microséquençage ou à l'aide des anticorps générés, il est alors possible 

de cloner l'antigène d'intérêt à partir d'une banque d'ADN ou d'expression. 

(2) Le clonage de protéines à potentiel vaccinal peut être réalisé à partir de données 

immuno-épidémiologiques ou d'observations chez l'animal. Par exemple, les antigènes qui 

génèrent d'une manière naturelle une réponse humorale importante chez des individus résistants 

à une réinfection peuvent être sélectionnés. 

Par cette seconde approche, l'équipe du Dr Dunne a cloné une protéine de 22,6 kDa à 

partir de parasites adultes. Cette molécule avait été préalablement identifiée comme un antigène 

majoritairement reconnu par des IgE chez des individus résistants à une réinfection à S. mansoni 

(Webster et al., 1996). 

Mais la vaccination par un antigène fortement immunogène au cours de l'infection 

humaine pourrait potentiellement induire une anergie spécifique de la réponse immune et 

engendrer ainsi une efficacité modérée de la préparation vaccinale. Une stratégie alternative 

consiste à rechercher des cibles antigéniques dissimulées par le parasite mais qui sont 

essentielles pour ses fonctions vitales. A ce titre, les nombreuses enzymes parasitaires 

identifiées représentent aujourd'hui les candidats vaccinaux les plus prometteurs. 

La liste des principaux antigènes clonés des schistosomes est présentée ci-dessous. 
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Principaux anth:ènes clonées des scbistosomes: 

Famille Antigènes Stade Protection (%) Références 
protéique parasitaire Vers Oeufs 

Glutathion S-Transferases: Adulte/ Capron 1998 
Sm28GST, Sh28GST, Somule/ 30-60 30-90 Liu et al., 1995a 
Sb28GST, Sj26GST Oeufs Liu etal., 1995b 

Enzymes 
Glutathion peroxidases Adulte ND ND antioxydantes Rocheetal., 1994 

Superoxyde dismutases Adulte ND ND Mei et al., 1995 

Cytochrome c oxydase 

Triose Phosphate Adulte/ 30-60 ND Reynolds et al., 
Isomérase Somule/ 1994 

Oeufs 

Enzymes 
Phosphoglycérate kinase Adulte ND ND glycolytiques Lee et al., 1995 

GADPH (Sm37) Adulte ND ND Waine et al., 1993a 

Enolase Adulte ND ND Waine et al.,1993b 

Paramyosines Adulte/ 39 ND Pearce et al., 1988 
(Sm97, Sj97) Somule 

Protéines Adulte/ 
musculaires IrV-5 Somule/ 30-90 ND Soisson et al., 

Oeufs 1992 

Adulte/ 
Sm23 Somule/ 40-50 ND Reynolds et al., 

Oeufs 1992 

Adulte/ 
Sm14 Somule 65 ND Tendler et al., 1996 

Protéines de Webster et al., 1996 
surface Sm22.6, Sj22.6 Adulte ND ND Waineetal., 1994 

SmW68 Adulte ND ND King et al., 1989 

PHI, P24 Adulte 37-44 ND Hirsh et al., 1997 

Adulte/ 
gp38 Somule/ 48-75 ND Grzych et al., 1987 

Oeufs 

Protéine 
d'oeufs pl4 Oeufs ND ND Chen et al., 1992 

p48 Oeufs ND ND Chen et al., 1992 
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Panni ces nombreuses protéines, six antigènes recombinants ont été sélectionnés par 

l'OMS comme des candidats vaccinaux prometteurs contre la schistosomiase (Bergquist et al., 

1998). Une propriété obligatoire dans la sélection était qu'il devait être capables de générer une 

immunité anti-parasitaire conduisant à une réduction de plus de 40 % de la charge parasitaire, 

après une infection expérimentale chez la souris par S. mansoni. Bien que seule l'administration 

des GST induisent un effet direct sur une réduction du nombre d'oeufs, une charge parasitaire 

réduite à 40 % semblait représenter une limite pour détecter une réduction du nombre d'oeufs 

déposés dans les tissus et ainsi prévenir le développement de la pathologie (Bergquist et al., 

1998). 

De plus, les réponses immunes spécifiquement dirigées contre ces six antigènes ont été 

évaluées dans des populations infectées par S. mansoni en Egypte, sous le contrôle de l'OMS 

(UNDP/World BankffDR). L'objectif était d'analyser le profil de la réponse humorale et 

cellulaire spécifique de chaque antigène avant et après traitement au PZQ dans une même 

population. A l'heure actuelle, aucun résultat n'a été communiqué. 

- Triose Phosphate lsomérase (TPI): Harvard School of Public Health, Boston, USA 

Cette enzyme de 28kDa est impliquée dans le métabolisme du glucose et est présente à 

tous les stades parasitaires (Ham, 1985). Cette protéine clonée présente une activité 

enzymatique et chez la souris, les taux de protection varient de 30 à60 % (Shoemaker et al., 

1992). Cette protéine est testée sous sa forme d'un peptide synthétique: le MAP-4 (Multiple 

Antigenic Peptides) ce qui peut présenter un problème de synthèse selon les normes GMP. 

- Paramyosin Sm97: NIH, Comell University, USA 

Cette protéine musculaire de 97 kDa a été isolée à partir d'antigènes de vers adultes de S. 

mansoni. L'administration chez la souris de la Sm97 purifiée de la Sm97 recombinante 

adjuvantée de BCG induit une réduction de 39 % de la charge parasitaire (Pearce et al., 1988). 

Mais cette protéine présente de véritables problèmes d'expression sous forme recombinanteet 

semble donc peu appropriée à une production en normes GMP. 

- lrV-5: Johns Hopkins School of Medicine, Baltimore, USA 

Cette protéine musculaire de 62 kDa (irradiation-associated vaccine antigen) a été isolée à 

partir d'antigènes de surface de schistosomules à l'aide de sérums provenant de souris vaccinées 

par des cercaires irradiées. Un taux de protection hétérogène mais pouvant atteindre 90 % de la 

charge parasitaire est obtenu chez la souris après trois injections sous-cutanées de la protéine 

recombinante (Soisson etal., 1992). Bien que de tels résultats peuvent être obtenus chez le rat, 

la protection chez le babouin a montré des résultats décevants. 



Stratégies vaccinales contre les schistosomiases 87 

- Sm23: Johns Hopkins School of Medicine, Baltimore, USA 

Cette protéine de 23 kDa est probablement un homologue d'une super-famille de 

protéines membranaires composées de quatre domaines transmembranaires et de deux domaines 

extracellulaires hydrophiles (Reynolds et al., 1994). La forme peptidique de cette protéine 

nommée MAP-3 contient des épitopes B et T et son administration chez la souris induit 40 à 50 

% de réduction du nombre de vers. 

- Sm14: Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil 

Cet antigène membranaire est également appelé F ABP-14 (Fatty Acid Binding Protein) et 

est présent aux stades schistosomule et ver adulte (Moser et al., 1991). Son administration chez 

la souris induit un degré de protection de 65 % (Tendler et al., 1996). La particularité de la 

Sm14 est sa forte homologie avec la protéine Fh12 de Fasciola hepatica, parasite responsable 

d'atteintes hépatiques chez le bétail. Ainsi, l'immunisation de souris avec la molécule Fh12 est 

capable de protéger contre l'infection par S. mansoni (Tendler et al., 1995). Une telle réaction 

croisée permet d'envisager une vaccination contre plusieurs parasites co-endémiques. Les 

premiers essais cliniques vétérinaires contre la fasciolose devraient être mis en route cette année, 

sous la responsabilité du Prof. M. TENDLER. 

Les Glutathion S-Transférases de 28 kDa de S. mansoni, S. haematobium et S. Bovis, 

qui sont la propriété de l'Institut pasteur de Lille, représentent actuellement les candidats 

vaccinaux les mieux caractérisés (Capron, 1998). Leur caractéristique et leur potentiel vaccinal 

fera l'objet du chapitre suivant. 
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IV .4) Les antigènes 28GST: de la découverte aux essais cliniques 

IV.4.1) Historique: 

La Glutathion S-Transférase de 28kDa du parasite Schistosoma mansoni (Sm28GST) 

fut la première G ST caractérisée des différentes espèces de schistosomes en 19 87. La 

découverte de cet antigène à potentiel vaccinal est issue d'une stratégie de recherche de protéines 

susceptibles d'engendrer une réponse immune dirigée contre le stade schistosomule. Sachant 

qu'il apparaît une immunité concomitante lors d'une infection expérimentale avec S. mansoni, 

l'équipe du Professeur André Capron a choisi le ver adulte comme sources d'antigènes à 

potentiel vaccinal (Balloul etal., 1987). Dix fractions de vers adultes ont alors été séparées par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide et seules trois induisaient une réponse immune 

spécifique après leur administration chez des rats. Les anticorps dirigés contre deux d'entre elles 

reconnaissaient des produits de traduction in vitro d'ARNm de ver adulte mais une seule 

fraction, celle de poids moléculaire apparent de 28 000 Da, a pu être isolée des molécules à la 

surface des schistosomules et pouvait donc représenter une cible vaccinale possible. En effet, 

l'immunisation de cette fraction purifiée a permis d'obtenir une réduction de la charge parasitaire 

de 50 à 70 % chez le rat Fischer et de 40 à 43 % chez la souris Balb/c (Balloul et al., 1987a). 

Le criblage d'une banque d'expression de S. mansoni a permis de cloner et de séquencer 

une molécule de 211 acides aminés qui a pu être exprimée chezE. Coli (Balloul et al., 1987b) 

puis chez S. cerevisae (Loisson et al., 1989). Cette protéine a été clairement identifiée comme 

appartenant à la classe des Glutathion S-Transferases (GST) de part son rapprochement avec 

des séquences de GST connues (rat et homme notamment) et de part son activité enzymatique 

GST. 

IV.4.2) Les 28GST: caractéristiques et fonctions 

IV: 2. a) Différences avec les GST d'autres esvèces 

La Sm28GST présentent des homologies de séquences importantes avec des GST 

d'autres parasites. Il s'agit particulièrement des GST de Ascaris suum (nématode), Onchocerca 

volvulus (nématode) et Fasciola hepatica (trématode). De plus, il a été montré que 

l'administration de la GST de 26 kDa de F. hepatica permet d'induire une immunité protectrice 

vis-à-vis de cette infection du bétail (Sexton et al., 1990). La GST de 24 kDa de O. volvulus 

(Ov24) pourrait elle aussi représenter un candidat vaccin prometteur contre cette filariose. En 

effet, une forte réponse immune contre cet antigène semble être associée à une protection 

naturelle chez des individus infectés en Sierra Leone (Salinas et al., 1996). 
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Les enzymes GST de ces différentes espèces pourraient se révéler être de bons candidats 

vaccinaux à la fois contre les plathelminthes, mais également contre les vers intestinaux et les 

filaires. 

Malgré ce fort degré de conservation de cette famille de molécules entre différents 

parasites, les 28GST des schistosomes ne présentent pas de réactions immunologiques croisées 

avec des GST hépatiques et placentaires de mammifères, dont celles de l'homme (Taylor et al., 

1988). En effet, la comparaison de la séquences de la Sm28GST avec l'ensemble des GST de 

mammifères indiquait une relative conservation des régions N-terminales (impliquées dans le 

site de fixation du Glutathion) alors que les autres séquences peptidiques ne présentaient aucune 

similarité avec les GST humaines. 

ll appanût en fait que la séquences de la Sm28GST soit composée d'un ensemble de 

courtes séquences présentant des homologies avec les GST des familles a et f.L· Mais l'activité 

enzymatique de la GST de schistosomes semble se rapprocher davantage des GST de la famille 

1t ou f.L, selon leurs spécificités de substrats et d'inhibiteurs (Taylor et al., 1988, Walker et al., 

1993). 

IV. 2. b) Les 28GST des différentes espèces de schistosome 

Suite au clonage de la Sm28GST, les 28GST d'autres espèces de schistosomes ont 

également été séquencées et clonées (Trottein et al., 1992). Les séquences d'acides aminés des 

molécules des espèces S. bovis, S. haematobiwn, S. mansoni et S. japonicwn et leur 

différences sont indiquées sur la figure ci-dessous (les épitopes majeurs sont soulignés). 

Comparaison des séquences en acides aminés des 28GST des différentes 

espèces de schistosome (d'après Trottein et al, 1992) 

Sb28GST 
Sh28GST 
Sm28GST 
Sj28GST 

Sb28GST 
Sh28GST 
Sm28GST 
Sj28GST 

Sb28GST 
Sh28GST 
Sm28GST 
Sj28GST 

* * 30 70 
MTGDHIKVIY FNGRGRAESI RMTLVAAGVN YEOERISFQD WPKIKPTIPG GRLPAVKITD NHGHVKWMLE 
---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --------v-
-A-E------ -D-------- ---------0 ---------- ---------- -------V-- 0---------

V-L-- --------P- --I------E F-----E--- ---------- ----I----- KR-D--T-S-

* 100 * * 1 140 
SLAIARYMAK KHHMMGETDE EYYNVEKLIG QVEDLEHEYH KTLMKPEEEK QKITKEILNG KVPVLLDIIC 
----------------G-E----------- -A-------Y-------------I----------------
---------- ---------- ---5------ -A--V----- ------Q--- E--------- ------NM--
------FI-R --N---D--D ---II--M-- ----V-S------I--P---E--S------ ---I--QA--

170 211 
ESLKASTGKL AVGDKVTLAD LVLIAVIDHV TOLOKEFLTG KYPEIHKHRE NLLASSPRLA KYLSDRAATP F 

----G----- ---------- ---------- -----G---- ------------------------N-P---
-T--E---N-T--------- V----5---I ---------- ---------K H---T--K-- ----E-H--A-
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De fortes homologies entres les quatres 28GST ont été mises en évidence, 

particulièrement au niveau des régions que l'on a identifiées par la suite comme des épi topes 

majeurs. Les protéines Sb28GST et Sh28GST partagent la plus forte homologie avec 97 % 
d'acides aminés identiques. La Sm28GST partage 90 %d'homologie avec la Sb28GST. Ces 

trois GST présentent donc une similarité pratiquement totale entre elles. Cependant, seul 

l'épitope 115-131 de la Sh28GST n'est pas reconnu par des sérums provenant de rats 

immunisés par la Sm28GST tandis que cette séquence peptidique des autres 28GST est 

parfaitement reconnue (Trottein et al., 1992). Ce résultat indique donc une particularité 

intéressante entre la Sh28GST et la Sm28GST au niveau de cet épitope dominant. 

Par contre, la protéine de l'espèce S. japonicum est nettement moins homologue car elle 

ne présente que 77 % d'identité avec les autres 28GST. Les différences sont particulièrement 

frappantes au niveau de la région N-terminale de la molécule mais également dans la région C

terminale. En effet, aucune réaction croisée pour ces deux régions n'a été mis en évidence entre 

la Sm28GST et la Sj28GST (Trottein et al., 1992). 

De plus, il existe des isoformes des 28GST. En effet la Sm28GST peut exister sous 

trois isoformes qui sont liés à une combinaison particulière entre deux monomères (Pierce et al., 

1994). Ces molécules présentent en effet une activité enzymatique sous forme dimérisée par 

formation d'un pont disulfure. 

IV. 2. c) Expression et fonctions au cours des stades lJarasitaires 

Chez les schistosomes, les 28GST sont exprimées à chacun des stades du 

développement. La localisation de la Sm28GST en microscopie optique et électronique a montré 

sa forte expression chez le ver adulte au niveau du tégument (tubercules), du parenchyme et des 

organes génitaux (Liu etal., 1996). 

Les GST de schistosomes sont des enzymes multifonctionnelles en présentant non 

seulement des activités catalytiques mais également des propriétés de transports en fonction de 

leur localisation et de leur expression aux différents stades parasitaires. Le rôle majeur qui leur 

est généralement attribué est celui de protection contre la péroxydation des lipides induite par les 

réactions immunes non spécifiques de l'hôte. Les GST représentent donc des protéines 

majeures dans la survie du schistosome dans son hôte. 

En ce qui concerne son activité de détoxification, les radicaux oxydants sont 

naturellement produits par le métabolisme des cellules au cours des mécanismes de 

détoxification. Dans le cas d'organismes comme le schistosomes, l'activité détoxifiante est 

double car ils doivent non seulement se protéger des composés toxiques de leur propre 

métabolisme mais également contrecarrer les nombreuses agressions cellulaires de l'hôte qui 
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libèrent de nombreuses toxines dans le sang. Les principales cellules libératrices de produits 

toxiques pour le schistosome sont les macrophages, les éosinophiles et les plaquettes (Joseph et 

al., 1980). 

Les schistosomes comme tous les helminthes sont dépourvus de cytochrome P-450, 

protéine essentielle au système d'oxydoréduction chez les mammifères (Precious et al., 1989). 

Ainsi les GST de schistosomes occupent une fonction essentielle dans l'ensemble des processus 

de détoxification des radicaux oxydants. Ces enzymes ont une action complémentaire de 

détoxification avec la catalase, la cytochrome c peroxydase, la superoxyde dismutase (Cordeiro 

da Silva et al., 1992) et les glutathion peroxydases (Roche et al., 1994). Les GST n'agissent 

probablement pas en première ligne mais elles sont particulièrement impliquées dans la 

détoxification des lipides sur lesquels des groupements oxydés ont été précédemment transférés. 

L'activité enzymatique des GST parasitaires est caractérisée par la catalyse et la 

conjugaison du glutathion (GSH: y -Glu-Cys-Gly) par attaque nucléophile de divers substrats 

oxydés, notamment des hydropéroxides de lipides. Ce processus conduit à une diminution de la 

réactivité des molécules toxiques et augmente le caractère hydrophile de celles-ci, permettant leur 

solubilisation et leur élimination. Cette fonction joue donc un rôle capital dans le maintien de la 

structure tégumentaire, exposée aux attaques de l'hôte. 

D'autres fonctions ont été décrites pour les GST de mammifères et pourraient être 

cruciales chez les schistosomes. Ainsi, ces enzymes peuvent participer à la biosynthèse des 

prostaglandines et des leucotriènes C4 et peuvent être impliquées dans des mécanismes de 

transport et de stockage de composés lipophiles ou d'hormones stéroïdiennes (Ketterer et al., 

1988; Listowsky, 1988). Enfin, nous pouvons faire un rapprochement avec la fonction d'une 

GST testiculaire de rat dans la fertilité, puisque l'inhibition enzymatique de cette protéine par des 

anticorps spécifiques étaient capables d'inhiber la fécondation in vitro (Aravinda et al., 1995). 

IV.4.3) lmmunogénicité: 

IV. 4. 3. a) Mise en évidence des épitoves mgjeures <fans les nwdèles animaux: 

A l'heure actuelle, la majorité des études d'immunogénicité des 28GST des 

schistosomes ont été réalisées avec la Sm28GST. Seules deux études concernant la Sh28GST 

ont été publiées à ce jour et ont montré que l'administration de cette protéine chez le singe 

(Boulanger et al., 1999) et chez la souris (Lane et al., 1998) induisait uns réponse humorale 

spécifique IgG et IgA en présence d'adjuvant comme le BCG et le FCA. 
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La Sm28GST a donc été sélectionnée comme potentiellement vaccinale car elle était 

capable d'induire des anticorps chez le rat. Trois peptides semblent être les épitopes 

immunogènes majeurs de cette protéine dans les modèles animaux. En effet, de nombreux 

peptides synthétiques issus de la séquence primaire de la Sm28GST ont été testés pour leur 

capacité à restimuler in vitro des cellules T de souris immunisées par l'antigène ou infestées, 

ainsi que pour leur propriété à être reconnus par des anticorps de ces mêmes animaux. On 

pouvait alors parler d'épitopes Tet B (Auriault et al., 1988; Auriault et al., 1991). Dans ces 

expériences chez l'animal, il s'est avéré que l'antigène est composé de trois épitopes majeurs: 

-le fragment N-terminal24-43 (ou 10-43): épitope T 

- le fragment 115-131 : épitope Tet B 

-le fragment C-terminale 190-211 : épitope T 

La localisation tridimensionnelle de ces fragments peptidiques sur la protéine indique que 

le fragment 115-131 forme une boucle au niveau de la partie la plus proéminente de la protéine. 

Les deux autres fragments épitopiques, malgré leur éloignement sur la séquence primaire, se 

retrouvent à proximité l'un de l'autre pour former deux hélices parallèles et inversées. Suite à à 

de nombreuses études, il a été montré que les peptides 24-43 et 190-211 forment la niche 

enzymatique (Capron etal., 1998). 

Au cours de cette t~èse, la protéine d'intérêt fut la Sh28GST. La modélisation de cette 

protéine a été établie à partir d'un alignement informatique de séquences des structures les plus 

homologues (René Wintjens, Institut Biologie de Lille). 

Représentation de la structure tridimensionnelle de la Sh28GST (monomère): 

24-43 

115- 131 
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IV. 4. 3. b) RéPonse immune anti-28GSTdans les DQPUlations irifectées.· 

La réponse immune spécifique à la Sh28GST chez les individus infectés par S. 

haematobiwn n'a jamais été évalué au cours de l'infection humaine. En revanche, trois études de 

notre laboratoire ont été réalisées concernant l'acquisition de la réponse immune anti-Sm28GST 

au cours de l'infection par S. mansoni au Kenya. 

La première étude avait pour objectif de déterminer si les individus infectés présentaient 

une réponse cellulaire spécifique après stimulation in vitro des PBMC par la Sm28GST 

(Auriault et al., 1991). La réactivité cellulaire T a été évaluée chez 60 individus âgés de 8 à 18 

ans, en mesurant la capacité des cellules à proliférer en présence de l'antigène. Une prolifération 

faible mais détectable était retrouvée chez 80 % des individus après stimulation par la Sm28GST 

entière. Cependant, de fortes différences étaient observées après la stimulation par différents 

peptides dérivés de la structure primaire de la Sm28GST (7 peptides testés au total). Les 

peptides 24-43, 115-131, 140-153 et 190-211 semblaient être ainsi des épitopes T majoritaires 

chez l'homme. Cette étude montrait pour la première fois l'existence de cellules T spécifiques à 

la Sm28GST dans les populations infectées. 

Les réponses anticorps spécifiques ont été évaluées dans ce même foyer chez des 

individus résistants ou susceptibles à une réinfection. L'étude menée par Auriault et al. (1990) 

montrait clairement que la réponse IgG4 anti-Sm28GST était associée à la susceptibilité à la 

réinfection chez les enfants âgés de 9 à 16 ans après le traitement au PZQ. Bien que la réponse 

IgE spécifique n'était pas corrélée à la résistance à la réinfection, ces résultats étaient en accord 

avec ceux décrits précédemment sur le rôle de la balance IgE/IgG4 vis-à-vis des antigènes totaux 

parasitaires au cours de l'infection par S. mansoni (SWAP et SEA). 

Cette étude indiquait également que la reconnaissance des différents peptides de la 

Sm28GST semblaient dépendre de la réponse isotypique. En effet, la réponse IgG3 était 

majoritairement dirigée contre l'épitope 140-153 tandis que la réponse IgG1 était 

préférentiellement associée au peptide 24-43. Comme les réponses IgE et IgG4, la réponse IgA 

était spécifique des peptides 24-43, 115-131 et 140-153. Pour ces réponses épitopiques, aucune 

différence n'était observée entre les individus résistants et susceptibles à la réinfection. Les 

réponses anticorps spécifiques du peptide 190-211 n'ont pas été évaluées dans cette étude. 

Ces résultats complémentaires à ceux obtenus chez l'animal indiquaient donc que les 

épitopes 24-43, 115-131 et 190-211 semblaient être également des épitopes B dominants. Ainsi, 

une réponse humorale spécifique de la Sm28GST et de certains de ces épitopes pouvaient être 

détectée dans les populations humaines. 
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La troisième étude réalisée au Kenya a montré le rôle de la réponse lgA spécifique à la 

Sm28GST dans l'acquisition d'une résistance à la réinfection (Grzych et al., 1993). En effet, 

une augmentation des IgA anti-Sm28GST était particulièrement observée chez les adultes après 

le traitement au PZQ. Ces deux types de réponses corrélaient négativement avec l'intensité de 

réinfection. Ce phénomène semblait être associé à la fonctionnalité de la réponse IgA spécifique 

qui était capable d'inhiber l'activité enzymatique de la Sm28GST. De plus, cette association 

semblait être impliquée dans la réduction du nombre et de la viabilité des oeufs pondus par les 

vers adultes observée in vitro en présence des sérums des individus infectés. En effet, ces 

phénomènes d'anti-fécondité n'étaient plus observés après déplétion de l'isotype IgA dans les 

sérums. La réponse lgA anti-Sm28GST pourrait donc tenir une place importante dans des 

mécanismes immunitaires capables d'inhiber la fécondité du parasite. 

Ce dernier mécanisme essentiel dans le cadre d'une stratégie vaccinale contre la 

schistosomiase et le fait qu'une réponse immune spécifique à la Sm28GST puisse être 

développé chez l'homme au cours de l'infection montrent que cette OST parasitaire est un 

candidat vaccinal des plus prometteurs. 

IV .4.4) Efficacité vaccinale des antigènes 28GST: 

IV. 4. 4. a) Efficacité sur différents stades parasitaires 

Les antigènes 28GST représentent des candidats vaccinaux particuliers par rapport aux 

autres protéines clonées des schistosomes. En effet, leur adminstration induit une réponse 

immunitaire spécifique capable d'intervenir à trois niveaux: sur le ver adulte, sur la fécondité 

parasitaire et sur la pathologie. 

- Réduction de la charae parasitaire: 

L'effet protecteur des 28GST des schistosomes a fait l'object d'un nombre important de 

publications. L'efficacité de la réponse immune induite par ces protéines en présence d'adjuvant 

tel que le CF A, l'alun ou le BCG a été démontré dans de nombreux modèles animaux 

(rongeurs, bovins et singes) et vis-à-vis des principales espèces de schistosomes. Ainsi, les 

premières expériences dans notre laboratoire, menées avec l'antigène Sm28GST purifié ont 

montré une réduction de près de 50 % de la charge en vers chez des rats et des souris (Balloul et 

al., 1987a). Des résultats encore plus encourageants sont venus de la vaccination de babouins, 

dont certains présentaient une réduction de 80 % de la charge vermineuse (Boulanger et al. , 

1991). Même si les résultats étaients hétérogènes entre les singes, cette étude indiquait que la 
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Sm28GST était capable de conférer une forte protection dans un modèle animal non-syngénique 

se rapprochant de l'homme. 

Les homologies entre les 28GST des différentes espèces de schistosomes se 

caractérisent dans leur capacité à induire une immunité protectrice croisée. C'est ainsi que 

l'administration de la Sm28GST protège vis-à-vis d'une infection expérimentale par S. 

haematobiwn chez le singe (Boulanger et al., 1995). Mais l'expérience la plus encourageante est 

venue de la vaccination des bovins par la Sb28GST (De Bont et al., 1997). En effet, 

l'administration de la Sb28GST induisait une réduction de 50 % de la charge parasitaire mais 

surtout une diminution de 89 % des oeufs excrétés dans les selles et de 42 % des oeufs dans les 

tissus après une infection naturelle de 9 mois des bovins par S. mattheei. En revanche, aucun 

effet protecteur n'était observé après une infestation massive unique. En plus d'une protection 

hétérologue, cette étude montrait que l'efficacité vaccinale avec la 28GST pouvait être largement 

observée au cours d'une infection naturelle. Ces résultats sont probablement les plus 

prometteurs pour la mise en place d'une stratégie vaccinale chez l'homme. 

- Inhibition de l'activité enzymatigue et réduction de la fécondité parasitaire: 

Au cours de cette expérience chez le bovin, il a été montré que la protection était associée 

à une forte réponse IgG spécifique induite par la vaccination et capable de neutraliser l'activité 

enzymatique de la Sb28GST mais également celle de la 28GST native de S. mattheei (Grzych et 

al., 1998). Une corrélation entre la neutralisation de l'activité enzymatique des 28GST et une 

réduction du nombre d'oeufs pondus était donc observée. 

Or, au cours des nombreuses expériences de vaccination avec la Sm28GST, les auteurs 

avaient rapportés de manière surprenante une diminution du volume des granulomes hépatiques, 

du nombre d'oeufs pondus par femelle et de la capacité des oeufs à éclore. De plus, il avait été 

décrit au cours de l'infection humaine une corrélation entre l'immunité acquise capable de 

neutraliser l'activité enzymatique de la Sm28GST et un effet anti-fécondité des parasites in vitro 

( Grzych et al., 1993). Ces observations illustraient en fait une propriété majeure des antigènes 

28GST, à savoir leur capacité à induire une immunité anti-fécondité. 

Cette activité protectrice a pu être reproduite par transfert passifs d'anticorps présentants 

la propriété de neutraliser l'activité enzymatique de la Sm28GST (Xu et al., 1991). Il s'est 

ensuite avérer que ces anticorps neutralisants étaient spécifiquement dirigés soit vis-à-vis du 

peptide 10-43, soit vis-à-vis du 190-211, situés tous les deux à proximité du site actif de 

l'enzyme (Xu etal., 1993). Cette immunité anti-fécondité vis-à-vis de S. mansoni a ensuite pu 

être reproduite par la simple immunisation par le peptide 190-211 chez la souris (Pancré et al. 

1994b). 
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Récemment, il a été montré au cours de l'infection par S. haematobiwn chez le singe que 

l'administration de la Sh28GST induisait une réduction de 77 % du nombre d'oeufs déposés 

dans les tissus associée à une forte diminution de la pathologie du tractus urinaire évaluée par 

échographie (Boulanger et al., 1999). Dans de nombreuses expériences, la prévention de la 

pathologie provoquée par une réduction massive du nombre d'oeufs pondus par les vers semble 

donc être lié à la capacité des anticorps spécifiques à inhiber l'activité enzymatique des 28GST. 

L'ensemble des expériences de protection utilisant la Sm28GST et ses peptides, la 

Sh28GST et la Sb28GST est indiqué sur la tableau ci-dessous. Les antigènes ont généralement 

été testés avec des adjuvants couramment utilisés dans les protocoles expérimentaux : hydroxide 

d'alumine (Alun), Adjuvant Complet de Freund (CFA), Bordetella perstussis (B.p.) et BCG. 

La voie d'administration la plus souvent utilisée était sous-cutanée (s.e.) mais quelques 

expériences ont également été réalisées par la voir intra-musculaire (i.m.). 
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Récapitulatif des résultats de protection obtenus ayec les différentes 28GST; 

Antigènes Adjuvant voie modèle protection (%) Références 

Sm28GST CFA s.e. rats 51-68 Ballouletal., 1987 
Ahirn 63-72 

Alum s.e. rats 55 Grezel et al., 1993 
BCG 60 

CFA s.e. souns 40-43 Balloul et al., 1987 

Alum + B.p. s.e. singes vers: 38 
oeufs: 66 Boulanger et al., 1991 

MDP s.e. singes oeufs: 54-74 
(S. haematobium) Boulanger et al., 1995 

CFA-IF A i.m. bovins oeufs: 43-86 
Bushara et al., 1993 CFA i.m. oeufs: 57-81 

peptides 

10-43 CFA s.e. souns vers: 39 
oeufs: 70 Xu et al., 1993 

190-211 CFA s.e. souns vers: 40 
oeufs: 58 

115-131 CFA s.e. rats vers: 40-49 
Wolowczuk et al., 

1991 

Sh28GST CFA s.e. singes oeufs: 77 Boulanger et al., 1999 
BCG oeufs: 60 

Sb28GST CFA s.e. souns oeufs: 10-25 Viana Da Costa et al., 
1999 

CFA i.m. bovins vers: 50 
oeufs: 89 De Bont et al., 1997 
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- Prévention de la pathologie: 

En plus des résultats montrant l'effet des anticorps anti-28GST sur la réduction de la 

ponte des oeufs, l'immunité cellulaire spécifique aux 28GST induite par la vaccination semble 

conduire à une diminution du développement du granulome bilharzien. En effet, l'immunisation 

par la Sm28GST chez la souris provoque l'inhibition de la synthèse de collagène hépatique et 

limite ainsi les atteintes pathologiques du foie après une infection par S. mansoni (Pancré et al. 

1994a). Ce phénomène apparaît être médié par l'activation de cellules T productrices d'IFNy car 

l'administration d'anticorps neutralisant cette cytokine a pour effet d'abolir cette forme de 

protection. 

La seule administration du peptide 190-211 dérivé de la Sm28GST induisait cette 

protection en inhibant la synthèse de collagène hépatique et permettait également de réduire le 

nombre d'oeufs déposés dans les tissus (Pancré et al., 1994b). L'immunité spécifique induite 

par l'injection de ce peptide semble donc agir à deux niveaux: une réduction du nombre d'oeufs 

pondus grâce à la réponse anticorps capable de neutraliser l'activité enzymatique de la 

Sm28GST et une réduction du développement de la fibrose grâce à une forte réponse cellulaire 

spécifique. 

Le couplage d'antigènes à la sous-unité B de la toxine cholérique (CTB) est également 

une stratégie efficace contre le développement de la pathologie. Un tel couplage joue d'une 

manière générale un rôle important dans les réponses immunes anti-infectieuses (Holmgren et 

al., 1994), induit une tolérance orale (Sun et al., 1994) et protège des réactions 

d'hypersensibilité retardée et des pathologies autoimmunes (Bergerot et al., 1997). 

Récemment, l'administration à des souris de faibles doses de Sm28GST couplée à la 

CTB a permis de réduire fortement la pathologie hépatique bilharzienne (Sun et al., 1999). Cette 

réduction était provoquée par une suppression des réactions inflammatoires et des réponses 

lympho-prolifératives spécifiques à la Sm28GST associée à une diminution de la production des 

cytokines de type Th 1. 

IV. 4. 4. b) Vectorisation de l'anti~ène vaccinai: 

Depuis 1992, les efforts de notre laboratoire (groupe ImmunoPharmacologie Vaccinale 

animé par le Docteur Gilles Ri veau) se sont portés sur le développement de nouvelles formes 

vaccinales basées sur l'administration non invasive. La première raison de ce choix venait du 

rôle important des anticorps IgA, isotype m~oritaire au niveau des muqueuses, qui a été 

observé dans l'effet anti-fécondité induit par la vaccination avec la Sm28GST (Riveau et al., 

1996). La seconde raison résultait de la facilité d'utilisation dans les pays en voie de 

développement ce qui permettrait de constituer des vaccins administrables par voies orale ou 
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nasale. De plus, cette stratégie vaccinale ne nécessite pas l'emploi de seringues et d'aiguilles 

utilisées généralement pour les formes vaccinales courantes. 

-vecteurs vivants: 

Une possibilité de ciblage des voies muqueuses est l'utilisation de bactéries 

recombinantes atténuées qui colonisent naturellement les poumons ou le tractus gastro-intestinal. 

L'antigène Sm28GST a ainsi été cloné dans les bactéries à tropisme intestinal, telles que 

Salmonella typhimurium atténuée ou des bactéries lactiques, et dans des bactéries pulmonaires, 

telles que Bordetella penussis atténuée et le BCG (Riveau et al., 1996). De part la bonne 

stabilité du transgène Sm28GST, fusionné avec des protéines immunodominantes des 

différentes bactéries, et grâce au mode de colonisation des vecteurs vivants recombinants, 

assurant un relarguage progressif et prolongé dans le temps de l'antigène vaccinal, ce type de 

formes vaccinales permet d'induire une protection importante. 

En effet, l'administration par voie orale de S. typhimurium atténuée (Aro A), 

recombinante pour le gène de la Sm28GST fusionnée avec le fragment C de la toxine tétanique, 

permet d'induire une forte réponse immune spécifique et sérique de type IgA (Khan et al., 

1994a). L'immunité anti-Sm28GST induite engendre une protection significative vis-à-vis de 

l'infection à S. mansoni. (Khan et al., 1994b ). 

La possibilité d'utiliser des BCG recombinants est également importante car ces bactéries 

naturellement atténuées sont déjà utilisées sans risque dans le vaccin anti-tuberculeux chez 

l'homme. L'administration du BCG recombinant exprimant la Sm28GST a induit une réponse 

immune spécifique de l'antigène parasitaire caractéristique d'un profil protecteur. En effet, une 

forte réponse anti-Sm28GST sérique était observée et présentait la propriété d'inhiber l'activité 

enzymatique de la GST (Kremer et al., 1996). Plus récemment, l'administration par voie nasale 

du BCG exprimant la Sh28GST était capable d'induire une réponse spécifique pulmonaire et 

sérique plus élevée, comparativement à l'utilisation du BCG recombinant pour la Sm28GST 

(Kremer et al., 1998). Cette réponse anti-Sh28GST était caractérisée par une production 

prolongée (19 semaines) des isotypes IgG 1, IgG2a, IgG2b mais également IgA capables de 

neutraliser l'activité enzymatique de la Sh28GST. 

Dans le cas de B. penussis, agent étiologique de la coqueluche, le gène de la Sm28GST 

a été inséré dans celui codant pour l'hémaglutinine filamenteuse (FHA), protéine de surface 

m~eur pour l'adhésion de ces bactéries aux cellules pulmonaires. Une seule administration par 

voie nasale de cette bactérie recombinante engendrait une forte réponse anticorps anti-Sm28GST 

de type IgA et une protection significative vis-à-vis de l'infection à S. mansoni (Renauld-
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Mongenieetal., 1996; Mielcareketal., 1997). L'induction de cette réponse IgA protectrice est 

déclenchée par la production locale au niveau pulmonaire de cytokines pro-inflammatoires 

(TNFa, IL-6 et TGF13) au cours de la colonisation des bactéries recombinantes (première 

semaine après l'administration) (Remoué et al., 1997). La production précoce de ces cytokines 

est alors régulée par la sécrétion d'IL-l 0 deux semaines après l'administration qui permet la 

production des IgA spécifiques. 

Plus récemment, il a été montré que l'administration par voie nasale d'une souche 

atténuée de B. penussis recombinante induisait une immunogénicité accrue vis-à-vis de 

l'antigène Sm28GST (Mielcarek et al., 1998). Cette mutation portait sur le gène codant pour la 

toxine pertussique (PT) qui est une protéine majeure dans l'induction de la pathologie de la 

coqueluche. Cette souche atténuée semble donc plus appropriée à un usage clinique chez 

l'homme. Cette mutation ne changeait en rien la colonisation bactérienne et l'administration de la 

souche recomninate atténuée induisait une réduction de 60 % du nombre d'oeufs tissulaires 

après l'infection par S. mansoni. 

L'utilisation de ces vecteurs vivants exprimant le gène de la 28GST représente des 

vaccins de secondes générations et leur utilisation chez l'homme n'est pas encore aujourd'hui 

d'actualité. Néanmoins, l'utilisation du BCG recombinant et de S. typhimurium ou B. penussis 

atténuée représente une stratégie intéressante dans l'élaboration de multi-vaccins. En effet, ces 

mêmes vecteurs recombinants seraient capables non seulement d'induire une protection anti

bilharzienne mais également une protection homologue. Ainsi, leur utilisation pourrait être un 

moyen efficace et pratique pour protéger contre des maladies souvent épidémiques 

(particulièrement la tuberculose et la salmonellose) dans les régions touchées par la bilharziose. 

-vecteurs synthétigues: 

La vectorisation de l'antigène par des vecteurs synthétiques est probablement l'outil le 

plus rapidement adéquate pour une une vaccination par voie orale et nasale chez l'homme car le 

vecteur permet la protection de l'antigène et son transport jusqu'aux organes immuno

compétents. De plus, ces vecteurs présentent une tolérance parfaite pour l'usage clinique. 

Les liposomes encapsulant la Sm28GST ont été les premiers expérimentés dans notre 

laboratoire. Leur administration par voie orale entraine une réduction de 50 % de la charge 

parasitaire et du nombre d'oeufs tissulaires suite à une infection murine par S. mansoni (lvanoff 

et al., 1996). La réponse immune induite était caractérisée par une forte production locale d'lgA 

spécifiques et un profil de sécrétion de cytokines de type Th2 au niveau splénique. 

L'optimisation de cette forme vaccinale a porté sur le greffage à la surface des liposomes 

de l'adhésine FHA de B. penussis ce qui permettait un ciblage cellulaire de l'adhésion des 
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liposomes aux cellules pulmonaires après leur administration par voie nasale (Poulain-Godefroy 

et al., 1998). L'incorporation de la FHA dans les liposomes contenant la Sm28GST a montré 

son pouvoir immunogénique dans l'induction d'une forte réponse lgA anti-Sm28GST. Cette 

incorporation permettait de diminuer la dose d'antigène Sm28GST nécessaire pour obtenir une 

réponse humorale spécifique. En effet, l'incorporation de la FHA permettait d'induire une 

immunogénicité importante en utilisant des doses très faibles de Sm28GST alors que ces mêmes 

doses de GST n'induisent aucune réponse spécifique quand elles sont utilisées seules dans les 

liposomes. 

Les microsphères ou microparticules constituées de polymères biocompatibles sont des 

composés facilement synthétisables à une échelle industrielle et ne présentent aucune toxicité ce 

qui les rendent parfaitement utilisables chez l'homme. Selon la nature des polymères, les 

microsphères permettent une libération plus ou moins rapide de l'antigène et leur administration 

par voie muqueuse induise de forte réponses immunes spécifiques qui sont prolongées dans le 

temps. 

Une seule administration par voie orale ou nasale de microparticules contenant la 

Sm28GST induit des réponses IgG et lgA spécifiques au niveau sérique qui restent élevées 

pendant plus de 7 mois (Baras et al., 1999). De plus, les réponses humorales induites 

présentent la fonctionnalité d'inhiber l'activité enzymatique GST. Récemment, la technique du 

"spay-drying" a été utilisée dans la fabrication des microsphères contenant la Sm28GST (Baras 

et al., 2000). Cette technique permet de produire ces microsphères à une échelle industrielle et 

selon les normes GMP ce qui en fait un vecteur de choix pour un usage clinique chez l'homme. 

Ce type ne fabrication n'altère en rien la conformation de l'antigène Sm28GST et 

l'administration de ces microsphères induit une réponse immune anti-Sm28GST prolongée. De 

plus, cette réponse neutralise l'activité enzymatique de la Sm28GST associée à la 

reconnaissance des épitopes 24-43 et 190-211. 

- vaccination par ADN nu: 

L'utilisation de plasmides codant pour l'antigène d'intérêt représente les vaccins de 

troisième génération et suscite un grand intérêt ces dernières années. 

Dans notre laboratoire, la construction d'un plasmide codant pour la Sm28GST a été 

réalisé et a montré son efficacité immunogène et vaccinale après administration au niveau de la 

peau, tissu représentant la première interface entre le parasite et son hôte définitif. En effet, 

l'immunisation intradermique chez le rat induit, de manière prolongée dans le temps, une 

réponse immune anti-Sm28GST sérique de type IgG capable de tuer les schistosomules par des 

mécanismes d'ADCC (Dupré et al., 1997). Non seulement cette forme vaccinale présente des 

propriétés protectrices contre le ver mais il a été montré également que l'administration 



Stratégies vaccinales contre les schistosomiases 102 

intradennique de ce plasmide engendrait une réduction du nombre d'oeufs tissulaires après une 

infection par S. mansoni (Dupré et al., 1999). Dans cette dernière expérience, la vaccination par 

ADN nu était combinée à la chimiothérapie par le PZQ de souris infectées. La synergie d'action 

de ces deux traitements aboutissaient à la survie des animaux due à la prévention de la 

pathologie bilharzienne. Un fort effet anti-pathologique avait donc été mis en évidence et, pour 

la première fois, il avait été montré l'action synergique et bénéfique de la vaccination par la 

28GST et du traitement par le PZQ. Cette combinaison thérapeutique représente une avancée 

majeure dans le développement d'une stratégie vaccinale efficace contre les schistosomiases. 

IV.4.5) Bilhvax: les premiers essais cliniques contre la schistosomiase: 

Les succès remportés par la vaccination dans les divers modèles animaux avec les 

antigènes 28GST ont aboutit à la mise en place des premiers essais cliniques chez l'homme. 

Non seulement ces essais sont les premiers contre la schistosomiase mais également les 

premiers contre un organisme pluricellulaire. 

Le choix de l'antigène s'est porté sur la Sh28GST pour deux raisons principales: 

- L'espèce S. haematobiwn apparaît plus sensible aux réactions immunitaires de l'hôte 

que les autres schistosomes. En particulier, il a été montré au cours de l'infection humaine que 

l'acquisition de l'immunité anti-parasitaire avec l'âge engendrait naturellement un effet anti

fécondité du parasite S. haematobiwn, phénomène absent pour l'infection à S. mansoni (Agnew 

et al., 1996). Une stratégie de vaccination basée sur l'évaluation d'un effet anti-pathologique 

pourrait donc se révéler plus sensible contre cette bilharziose. 

- L'évaluation de la pathologie urinaire est réalisée par des examens cliniques non

invasifs, tels que l'échographie. L'efficacité vaccinale pourrait donc être analysée d'une manière 

plus fiable et plus facile comparativement aux autres espèces de bilharzioses. 

-Préparation vaccinale Bilhvax: 

La préparation vaccinale correspond à la protéine Sh28GST recombinante produite à 

partir de la levure Saccharomyces cerevisiae, selon les normes GMP (Good Manufactory 

Practices), par la société Eurogentec (Belgique). Elle se présente sous fonne lyophilisée et est 

reconstituée avec l'adjuvant qui est de l'hydroxyde d'aluminium (Alun Al20 3, Alhydrogel 2 %; 
Superfos Bosector, Suède). Cet alun fait partie des adjuvants pouvant être utilisés chez l'homme 

pour les préparations vaccinales (Pharmacopée Européenne). La solution d'alun sert à la fois 

d'excipient à la Sh28GST et de placebo. 
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Préalablement à toute décision d'entrée en phase clinique chez l'homme, un travail 

important de sécurité préclinique avec la préparation vaccinale doit être menée par la mise en 

place d'une étude de toxicologie. 

IV.4.5.a) Etude préclinir;.ue de toxicologie de lapréparation yacci.nale Bi/hyax: 

L'évaluation préclinique a été réalisée par la société CERB (Baugy, France) et repose sur 

trois types d'études: 

- Evaluation du risque toxique chez deux espèces de mammifères (rat et chien) 

- Evaluation de la tolérance locale chez le lapin 

- Evaluation du potentiel mutagène par le test d'Ames 

Le rat et le chien ont été retenus car il s'agit d'animaux couramment utilisés en 

toxicologie, en particulier sur le plan de leur réponse immunologique à l'administration de 

protéines exogènes. Par ailleurs, l'utilisation d'une espèce rongeur et non rongeur permet 

d'éviter des résultats faussement négatifs liés à une spécificité d'espèce. Le lapin est le modèle 

animal le plus approprié pour les expériences de choc septique et d'inflammation locale. 

Les doses administrées par voie sous-cutanée chez le rat et le chien ont été de deux et dix 

fois ( 40 )lglkg et 200 jlg/kg) celle prévue pour la dose administrable à l'homme. 

De plus, aucune toxicité systématique n'a été mise en évidence quelque soit la dose 

administrée chez le rat et le chien. Par ailleurs, nous avons réalisé au laboratoire le dosage des 

anticorps spécifiques à la Sh28GST et aux GST de rats et humaines (placentaire et hépatique) 

chez ces deux espèces animales. Bien qu'une très forte réponse anti-Sh28GST ait été observée, 

aucune réaction croisée avec les GST de mammifères n'a été mise en évidence. 

Une tolérance parfaite a été observée chez le lapin après l'administration d'une dose de 

Sh28GST allant jusqu'à 50 fois la dose thérapeutique prévue chez l'homme. 

Enfin, aucun effet mutagène n'a été mis en évidence avec la préparation vaccinale 

(réalisée sur 5 souches de Salmonella typhimurium). 

En conclusion, la préparation vaccinale Bilhvax présente une excellente tolérance locale et 

systémique et n'engendre aucune réaction croisée vis-à-vis des GST de mammifères. Les essais 

cliniques de Phase 1 chez l'homme pouvaient par conséquent débuter. 
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IV.4.5.b) Les essais diniq_ues cbez l'homme: 

Ils ont été initiés en 1998 et sont placés sous la responsabilité du Prof. A. CAPRON. 

L'élaboration et la coordination de chaque essai clinique sont effectuées par le Dr. G. RIVEAU 

assisté par le Dr. J. DE BONT. 

Le tableau ci-dessous présente le descriptif des essais cliniques de phase 1 effectuée et 

les futurs phases 2. 

Descriptifs des essais cliniques Bilhyax: 

Phases Lieu Sujets Objectifs Dates 

la CIC volontaires sains principal: innocuité 09/98-10/99 

CHRU de Lille Hommes; 18-30 ans secondaire: immunogénicité 

lb Prog. ESPOIR enfants non-infectés principal: innocuité 07/99-03/00 

St-Louis, Sénégal par la bilharziose secondaire: immunogénicité 
Garçons/Filles 

6-10 ans 

2a,2b Prog. ESPOIR infection Sb/Sm tolérance immédiate début: 04/00 

St-Louis, Sénégal Hommes; 18-30 ans immunogénicité 

association avec PZQ 

2c, 2d CERMES infection Sh principal: tolérance à la prévu: 09/00 

Niamey, Niger Garçons/Filles réinfection 

secondaire: immunogénicité 
6-10 ans 

association avec PZQ 

Les résultats d'immunogénicité (réponses humorale et cellulaire spécifiques à la 

Sh28GST) de l'essai clinique de phase la réalisé au Centre d'Investigation Clinique de Lille 

(CHRU), sous la responsabilité du Professeur Ch. Libersa seront présentés dans cette thèse 

(Chap. VI). 

Vu la parfaite tolérance de la préparation vaccinale Bilhvax et l'absence de réaction 

croisée avec des GST humaines constatées chez les volontaires sains adultes au cours de cette 

première phase, il a été décidé de réaliser une autre phase 1 chez des enfants des deux sexes non 

infectés par les schistosomiases mais vivant en région endémique. Cette phase nommée 1 b a été 

effectuée dans le cadre du programme ESPOIR à l'Hôpital Régional de St-Louis du Sénégal, 
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sous la responsabilité du Dr J-P. Dompnier (investigateur). Aucun effet indésirable n'a été mis 

en évidence après deux administrations de la préparation vaccinale ou du placebo (Alun) et les 

codes ont été levés récemment. L'analyse des résultats cliniques, biochimiques, hématologiques 

et d'immunogénicité est actuellement en cours. 

Les phases 2a et 2b débuteront en avril dans le village de N'Dioungue M'Beresse situé à 

30 km de St-Louis du Sénégal. La responsabilité de ces phases a été confiée au Dr. J-P. 

Dompnier et elles seront réalisées en s'appuyant sur les infrastructures du programme ESPOIR. 

L'objectif principal est l'évaluation de la tolérance immédiate suite à deux administrations de la 

préparation vaccinale Bilhvax (à 28 jours d'intervalle) chez des hommes adultes co-infectés par 

S. mansoni et S. haematobium. Une étude d'immunogénicité sera également réalisée par 

l'évaluation de la réponse humorale spécifique à la Sh28GST. Les administrations de la 

Sh28GST ou du placebo seront réalisées en association avec un traitement par le PZQ. Le 

traitement sera donné 28 jours avant la première administration de Sh28GST (ou placebo) en 

phase 2b tandis que les individus seront traités par chimiothérapie 21 jours après la seconde 

administration de la préparation vaccinale pour la phase 2a (ou placebo). 

Si une tolérance parfaite est observée après administration chez l'adulte au cours de ces 

deux dernières phases, les phases 2c et 2d pourront commencer au Niger au second semestre de 

l'année 2000. Elles seront réalisées sous la responsabilité du CERMES à Niamey et auront 

comme objectif principal la tolérance immédiate après vaccination et la tolérance à la réinfection 

après traitement au PZQ. La population cible sera les enfants des deux sexes, âgés de 6 à 10 ans 

et infectés par S. haematobium. La vaccination précédera ou succédera le traitement par le PZQ. 

Après vaccination et traitement, les paramètres parasitologiques (évaluation de la charge 

parasitaire par CAA et du nombre d'oeufs excrétés) et des critères de morbidité (échographie, 

dosage d'ECP) seront évalués au cours des phases 2 et seront comparés à ceux observés dans le 

groupe placebo. Ils donneront de précieux renseignements mais ne permettront pas de 

déterminer si la préparation vaccinale Bilhvax induit une protection contre la schistosomiase 

(peu d'individus par groupe). L'efficacité vaccinale en terme de protection clinique est l'objectif 

d'une phase 3 dans laquelle la Sh28GST sera administrée à un grand nombre (200 à 300) 

d'enfants infectés par S. haematobium et/ou S. mansoni en association avec le traitement au 

PZQ. 
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L'objectif général de ce travail concerne l'évolution de l'immunité spécifique dans les 

populations humaines infectées par la schistosomiase. Dans le cadre d'une stratégie vaccinale, 

notre but concerne plus particulièrement l'évaluation de la réponse immune spécifique à 

l'antigène vaccinal 28GST chez l'homme. Il se décline en deux points m~eurs: 

1) Caractéristiques et propriétés de la réponse immune spécifique: 

(a) Au cours de l'infection par la schistosomiase: 

-en fonction de l'âge (Chapitre 1) 

- en fonction du sexe: influence des hormones sexuelles (Chapitres 1 et II) 

- rôle dans l'acquisition d'une immunité protectrice (Chapitre Ill) 

(b) Après administration de la Sh28GST : essai clinique de phase la (Chapitre VI) 

Il) Maturation de la réponse immune spécifique au cours de l'infection: 

(a) Effet d'un traitement par le praziquantel (Chapitres IV et V) 

(b) Influence de co-infections parasitaires (Chapitre V) 
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Résultats · 
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1) Réponse immune spécifique à la Sh28GST acquise 

au cours de 1 'infection par S. haematobium : variations 

en fonction de l'âge et du sexe. 

Les résultats présentés dans ce chapitre ont aboutit à l'écriture du manuscript intitulé: « Gender

dependent specifie immune response during chronic human schistosomiasis ». 

1.1) Population étudiée et paramètres d'infection: 

Cette étude a été réalisée dans le village d'Ourou-Madiou situé dans le district de Podor, à 150 

km à l'est de St-Louis. Wourou-Madiou est localisé près du Fleuve Sénégal dans un foyer où 

seule l'infection par S. haematobiwn est présente (Picquet et al., 1996). Dans ce foyer de 

Podor, la schistosomiase urinaire est présente depuis environs 10 ans mais aucune étude n'a été 

réalisée avant 1984 (Vercruysse et al., 1985). Néanmoins, il a été décrit que ce foyer d'infection 

présenterait la particularité di être un foyer relativement récent (Picquet et al., 1996). 

La population (environ 650 personnes), ethnie des Toucouleurs, est sédentaire dans ce village. 

L'activité principale des hommes est la culture du riz alors que les femmes, apportant une aide 

dans les rizières, s'occupent principalement des taches ménagères. 

Dans ce foyer, la prévalence d'infection (55 %) est similaire pour les deux sexes (Shaw et al., 

1999). L'intensité d'infection moyenne (correspondant au nombre d'oeufs dans 10 ml d'urine) 

a été évaluée pour l'ensemble de cette population et appamît relativement faible ( < 12 oeufs/ 10 

ml d'urine après filtration urinaire). Ce foyer peut donc être considéré comme un foyer de faible 

intensité. 

Pour l'étude immuno-épidémiologique, la population comprenait 108 personnes âgées de 8 à 57 

ans infectées par S. haematobiwn, et était répartie en 5 classes d'âge équivalente en nombre 

d'individus (8-11; 12-16; 17-23; 24-34 et > 35 ans). Chaque classe d'âge incluait le même 

nombre d'hommes et de femmes (10 ± 2). Un premier prélèvement sanguin a été réalisé d'avril 

à juin 1996, période durant laquelle une forte transmission à S. haematobiwn a été enregistrée 

dans des villages voisins (Shaw etal., 1999). 

Tous les individus de la cohorte, ainsi que toutes les personnes infectées dans le village, ont été 

traité par du Praziquantel ( 40 mg/kg), et de nouveaux prélèvements d'urines et de sang ont été 

réalisés 5 semaines et 6 mois après traitement. Les résultats immunologiques de ces deux 

derniers temps seront décrits dans le chapitre IV. 
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Afin de présenter plus clairement nos résultats immunologiques en fonction de l'âge, une 

nouvelle répartition en 3 classes a été réalisée: 

- 8-15 ans (n=41): enfants, connus pour être les individus les plus infectés 

- 16-34 ans (n=44): jeunes adultes 

- > 35 ans (n=23): adultes les plus âgés 

Dans cette population, l'intensité d'infection (nombre d'oeufs/lü ml d'urine), évaluée par 

l'équipe du Prof. Vercryusse, est présentée en moyenne géométrique, en fonction de l'âge mais 

également en fonction du sexe des patients infectés (Fig. 1.1). 

Fig. 1.1 :Evolution de l'intensité d'infection en fonction de l'âge et du sexe 
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Comme décrit dans de nombreux foyers d'infection à S. haematobium, l'intensité d'infection est 

maximale chez les enfants puis décroît fortement après l'âge de 16 ans. Chez les adultes, elle est 

similaire pour les classes d'âge 16-34 et ~35 ans et aucune différence statistique (test U de 

Mann-Withney) n'a été observée en fonction du sexe. En plus de la même prévalence 

d'infection observée selon le sexe dans ce foyer (Shaw et al., 1999), les hommes et les femmes 

présentent également une intensité d'infection similaire, et ceci quelque soit leur âge. 

Comme nous montrons que l'intensité d'infection est identique selon le sexe, en terme du 

nombre d'oeufs excrétés, nous avons voulu confirmer ce résultat en évaluant la charge 

parasitaire. Au cours des infections humaines, il est admis que le dosage sérique d'antigènes 

solubles et circulants des schistosomes représente un des moyens d'évaluation le plus accessible 

et le plus sensible pour évaluer spécifiquement la charge parasitaire. En particulier, la détection 

du CM dans le sérum (Circulating Anodic Antigen) représenterait à ce jour une des techniques 

les plus efficaces (Deelder et al., 1994 ). Ainsi, en collaboration avec l'équipe du Prof. Deelder 

(University ofLeiden, Pays-Bas), le dosage du CAA a été réalisé dans le sérum des individus 
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de notre étude mais uniquement chez les patients âgés de plus de 35 ans. Nous n'avons pas 

détecté de différence entre les sexes (hommes: 12,7±14,34; femmes: 19,46±21,09; NS par test 

ANOVA). 

Contrairement à ce que nous avions décrit dans l'introduction où les hommes apparaissaient 

plus exposés à l'infection que les femmes dans de nombreux foyers, la particularité de notre 

étude est que les hommes et les femmes présentent des critères d'infection identiques. Ce 

résultat nous offre une opportunité unique : étudier l'évolution de la réponse immune spécifique 

à la Sh28GST uniquement en fonction du sexe des individus infectés. En effet, une quelconque 

différence dans l'intensité d'infection ne nous aurait pas permis d'évaluer la réponse immune 

uniquement en fonction du sexe. La moindre variation immunitaire aurait pu alors être attribuée 

à une différence dans l'intensité d'infection et non pas à un effet propre du sexe. Nous 

reverrons cette notion dans la partie "Résumé et discussion" de ce chapitre (1.6). 

Préalablement à l'étude concernant l'effet du sexe, une première étape a été d'évaluer le profil de 

la réponse humorale spécifique acquise naturellement en fonction de l'âge et ceci sans tenir 

compte du sexe des individus infectés. 
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1.2) Profil de la réponse isotypique spécifique en fonction de l'âge: 

Dans la population totale, la réponse humorale (IgG 1, IgG2, IgG3, lgG4, IgE et IgA) 

spécifique à la Sh28GST est présentée en moyenne (±sem) pour les 3 classes d'âge 

sélectionnées (Annexe 1) (Fig. 1.2). Les valeurs (moyenne d'une duplicate) sont présentées en 

l\DO calculée selon la fonnule: L\00= DOx-DOn où DOx représente la DO d'un sérum de 

patients infectés et DOn, la moyenne des DO de 30 serums contrôles d'individus non-infectés. 
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Fig. 1.2 : Réponse humorale anti-Sh28GST en fonction de 11 âae 
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Alors qu'un trés faible niveau d'anticorps spécifique pour les isotypes lgG 1, lgG2 et IgG4 est 

observé, les 3 isotypes majoritaires dirigés vis-à-vis de la Sh28GST sont les IgG3, IgE et lgA. 

Malgré la forte valeur des écart-types démontrant une certaine hétérogénité dans chaque 

population, le profil de ces trois réponses isotypiques prédominantes semble varier 

différemment en fonction de l'âge. En effet, alors que la réponse IgE reste identique quelque 

soit la classe d'âge, la réponse lgG3 spécifique est maximale pour les individus âgés de 16-34 

ans. Comme indiqué sur la Fig. 1.2, la moyenne est significativement supérieure dans la classe 

d'âge 16-34 ans comparativement aux moyennes des classes 8-15 et ~35 ans (test U de Mann

Withney). D'autre part seule l'échelle en DO pour les IgG3 est plus élevée que pour les autres 

isotypes soulignant l'importance quantitative de cet isotype. Cette réponse IgG3 est suivi par un 
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pic d'IgA anti-Sh28GST après l'âge de 35 ans (moyenne signicativement plus élevée par 

rapport à la classe 16-34). 

Un des premiers résultats surprenant concerne la faible intensité des réponses IgG 1 et IgG4 

anti-Sh28GST observée alors qu'un fort niveau de ces isotypes avaient été précedemment 

observé contre la Sm28GST chez des enfants infectés par S. mansoni au Kenya (Auriault et al., 

1990) et est fréquemment détectée contre le SEA dans de nombreux foyers d'infection à S. 

haematobium (Hagan etal., 1996; Mutapi etal., 1997). 

Notre étude représente la première évaluation de la réponse immune anti-Sh28GST chez 

l'homme. Ainsi, nous n'avons pas le recul nécessaire pour apporter des explications à cette 

observation. La nature de l'antigène Sh28GST et sa spécificité, la particularité de ce foyer 

d'infection relativement récent, ou la faible intensité d'infection observée dans cette population 

pourraient ensembles expliquer ces faibles réponses IgG 1 et IgG4. Le dosage des IgG 1 et des 

IgG4 dirigés contre les antigènes totaux parasitaires (SWAP et SEA) mais également la 

comparaison des réponses obtenues chez d'autres individus de différents villages pourraient 

apporter de nombreux renseignements. Pour les IgG2, nous ne détectons aucune réponse 

spécifique. Ceci pourrait s'expliquer par le fait que la Sh28GST présenterait peu d'épitopes 

carbohydrates alors que cet isotype est connu pour être dirigé contre des protéines 

carbohydratées présentes de manière importante dans le SEA et le SWAP (Khalife et al., 1989). 

En revanche dans cette population, les réponses IgG3 et IgA dirigées contre la Sh28GST 

semblent varier en fonction de l'âge des individus et sont maximales pour les classes d'âges 

adultes présentant la plus faible intensité d'infection, comparativement aux enfants (8-15 ans; 

voir Fig. I.1). Cette notion sera soulignée de manière plus précise et apparaitra plus clairement 

après avoir analyser la réponse humorale spécifique en fonction du sexe des individus infectés. 
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1.3) Réponse isotypique anti-Sh28GST en fonction du sexe : 

Dans le chapitre précédent, nous avons montrer que les adultes présentaient une certaine 

acquisition de l'immunité spécifique à la Sh28GST au cours de l'infection par S. haematobium. 

Avant d'élaborer une stratégie vaccinale avec le candidat Sh28GST, il apparaissait important 

d'évaluer si les hommes et les femmes pouvaient acquérir, avec l'âge, et naturellement au cours 

de l'infection, un profil similaire d'immunité spécifique. Comme nous l'avons indiqué au début 

de ce chapitre, la cohorte sélectionnée était composé du même nombre d'hommes et de femmes 

dans chaque classe d'âge. De plus, l'intensité d'infection était similaire selon le sexe et ceci pour 

les trois classes d'âge. Ainsi, nous pouvons comparer la réponse humorale spécifique à la 

Sh28GST en fonction du sexe des individus infectés et ceci pour chaque classe d'âge. La Figure 

1.3 représente la moyenne arithmétique(± sem) du niveau des anticorps pour chaque isotype, en 

fonction des trois classes d'âge et du sexe des individus. 

Fig 1.3 : Réponse isotypique anti-Sh28GST en fonction du sexe 
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Aucune différence n'a été observée en fonction du sexe pour les réponses IgG 1, IgG2, IgG4 et 

IgE. Chez les enfants, aucune variation en fonction du sexe n'a été détectée pour tous les 

isotypes. En revanche, les réponses IgG3 et IgA anti-Sh28GST varient significativement en 
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fonction du sexe chez les adultes, et ceci pour des classes d'âge différentes. En effet, la réponse 

IgG3 est significativement plus elevée chez les hommes que chez les femmes, uniquement pour 

les individus âgés de 16-34 ans (P<0,05). A l'inverse, la moyenne des IgA est significativement 

plus élevée chez les femmes, seulement pour la classe d'âge ~35 ans (P<0,01). Ainsi, le pic des 

lgG3, que nous avons remarqué pour les 16-34 ans dans la population totale (Fig. 1.2), apparaît 

uniquement présent chez les hommes, alors que le pic de la réponse IgA ne se retrouve que chez 

les femmes de plus de 35 ans. Ce résultat semble indiquer que ces 2 réponses majoritaires 

varient non seulement en fonction de l'âge mais également en fonction du sexe des individus 

infectés. Ainsi, cette variation est observée uniquement chez les adultes (~16 ans), dans les 2 

classes d'âges présentant la plus faible intensité d'infection. Nous pouvons de plus remarquer 

que la variation des isotypes IgG3 et IgA spécifiques n'a induit aucune différence d'intensité 

d'infection entre les hommes et les femmes. 

Après avoir détectée une telle différence pour ces isotypes dirigées spécifiquement contre la 

Sh28GST, une question se posait: retrouvons-nous cette variation de la réponse immune dirigée 

contre l'ensemble des antigènes parasitaires? Pour cela, nous avons réalisé, dans les serums des 

mêmes individus, le dosage des IgG3 et IgA dirigés contre le SEA (Fig. 1.4). 

Fig. 1.4: Réponses I&G3 et I~:A anti-SEA en fonction de l'âge et du sexe 

2 

0 

~ 

0 

lgG3 

8-15 16-34 >35 

âge 

2 

0 

lgA 

8-15 16-34 >35 

âge 

• Hommes 

• Femmes 

Les réponses IgG3 et IgA anti-SEA apparaissent relativement différente de celles observées 

contre la Sh28GST. En effet, la réponse IgG3 anti-SEA serp.ble être similaire quleque soit l'âge 

des individus mais surtout, aucune différence n'est observée entre les hommes et les femmes. 

Par ailleurs, si la réponse IgA anti-parasitaire est, comme celle contre la Sh28GST, maximale 

pour la classe d'âge ~35 ans, elle est identique entre les deux sexes. 
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li apparaît ainsi que la variation sexe-dépendante des réponses lgG3 et lgA est spécifiquement 

observée vis-à-vis de l'antigène spécifique Sh28GST et non pas vis-à-vis d'antigènes totaux du 

parasite. Pour confirmer cette spécificité, l'évaluation des réponses isotypiques contre un autre 

antigène spécifique du schistosome, serait extrèmement intéressante. Ceci n'a pas été réalisé 

dans cette étude mais la réponse dirigée contre la KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin), antigène 

d'un mollusque marin partageant un épitope carbohydrate commun avec la GP38 de S. mansoni 

(Grzych et al., 1987), sera présentée dans le chapitre III, chez une population infectée par S. 

mansoni (village de Guidakhar). 

Ainsi, seules les réponses IgG3 et IgA spécifiques à l'antigène Sh28GST apparaissent 

clairement différentes selon le sexe des individus infectés. Il est maintenant bien décrit chez 

l'homme que certaines cytokines influence sur l'orientation de la réponse isotypique, soit en 

agissant au niveau de la commutation isotypique à un niveau génétique, soit en augmentant la 

production sélective de tel ou tel isotype par les lymphocytes B (Snapper et al., 1993; 

Romagnani et al., 1992; Garraud et al., 1996). Ainsi, nous avons évalué la production de 

cytokines spécifiques de la Sh28GST pour déterminer si un profil cellulaire différent ne pourrait 

pas expliquer la présence sexe-dépendante des IgG3 et IgA spécifiques 

1.4) Réponse cellulaire spécifique à la Sh28GST : analyse du profil 

de production des cytokines après stimulation in vitro 

La production spécifique des cytokines (IFNy, TNP a, TGF~, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 et IL-12) 

a été évaluée après stimulation in vitro par la Sh28GST des cellules mononucléées du sang 

(PBMC) des individus (Annexe Il). Le dosage des cytokines a été réalisé par ELISA dans les 

surnageants après 3 jours de culture. Ces expériences ont été réalisées à partir des mêmes 

prélèvements sanguins utilisés pour le dosage des anticorps. 

Pour faciliter la compréhension, les résultats seront présentés individuellement chez les hommes 

et les femmes, et séparément pour les 2 classes d'âges adultes: 16-34 et ~35 ans. Les réponses 

IgG3 et IgA anti-Sh28GST seront également présentées individuellement. 

1.4.1) Réponse IgG3 et production de cytokines spécifique: 16-34 ans 

Nous avons précédemment montré que la réponse IgG3 anti-Sh28GST était prépondérante chez 

les hommes âgés de 16 à 34 ans. Ces résulats, ainsi que ceux de la réponse IgA, sont présentés 

d'une manière individuelle en fonction du sexe des individus infectés (Hommes:H; Femmes:F) 

(Fig. 1.5). La barre représente la moyenne arithmétique de chaque groupe. 
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Fig. 1.5 :Réponse lgG3 et lgA anti-Sh28GST- classe d'âge 16-34 ans 
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Individuellement, la réponse IgG3 apparait relativement homogène chez les hommes infectés, 

contrairement à la population féminine. En revanche, trés peu d'hommes et de femmes 

présentent une valeur positive pour les IgA spécifiques confirmant la trés faible réponse IgA 

anti-Sh28GST que nous avons observée pour les 16-34 ans. Dans cette même classe d'âge, la 

production de cytokines spécifiques à la Sh28GST a été évaluée et est présentée en fonction du 

sexe. Les valeurs présentées (en ng/ml ou pg/ml) représentent la différence individuelle entre les 

quantités détectées après stimulation par la Sh28GST (10 !Jg/ml) et celles mesurées dans la 

culture non-stimulée (milieu seul). La barre représente la moyenne de chaque groupe. 

Fig. 1.6 : Production de cytokines spécifique à la Sh28GST - 16-34 ans 
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Aucune production spécifique d'IL-4, d'IL-5 et d'IL-12 n'a été observée dans nos conditions de 

culture. En revanche, nous avons détecté une sécrétion spécifique de: 

- IFNy : cytokine associée à une réponse de type-1 

- TNFa et IL-6 : cytokines pro-inflammatoires 

- IL-10 et TGF~: cytokines anti-inflammatoires 

En fonction du sexe, aucune différence n'a été observée pour l'IL-6, l'IL-10 et le TGF~. En 

revanche, la production d'IFNy est plus importante chez les hommes alors que la production de 

TNFa est significativement plus élevée chez les femmes (P<0,05; Test de Mann-Withney). 

Comme pour l'analyse de la réponse anticorps, nous avons évalué la production de ces mêmes 

cytokines après stimulation in vitro avec un extrait total d'antigènes parasitaires (SEA). Aucune 

différence significative dans la production d'IFNy spécifique au SEA n'a été observée 

(Hommes: 0,52±0,6 ng/ml; Femmes: 0,54±0,6 ng/ml). Pour le TNFa, une valeure moyenne 

plus élevée a été observée chez les femmes (80,72±87,87) mais elle n'est pas significativement 

différente de celle des hommes (45,82±40,77). Aucune différence a été également obtenu après 

le dosage sérique de ces deux cytokines (non montrés). 

L'ensemble de ces résultats indiquent que seules la production d'IFNy et de TNFa spécifiques à 

la Sh28GST varient selon le sexe des individus alors que l'intensité d'infection est similaire 

entre les hommes et les femmes. En particulier, la production d'IFNy apparaît relativement forte 

et de manière assez homogène chez les hommes âgés de 16 à 34 ans, population présentant la 

plus forte réponse IgG3 anti-Sh28GST. Nous avons réalisé des tests de corrélation statistique 

individuelle (tests de Kendall et de Spearman) entre ces 2 paramètres mais aucune significativité 

n'a pû être observée. Un nombre d'individus plus important aurait permit de probables 

corrélations significatives. Ce résultat sera discuté avec l'ensemble des autres données dans le 

paragraphe "Résumé et discussion" (1.6). 

Après avoir analysé l'association entre la réponse anticorps IgG3 et la production de cytokines 

spécifiques dans cette première classe d'âge d'adultes, la variabilité isotypique et le profil des 

cytokines sont présentées en fonction du sexe des adultes âgés de plus de 35 ans. 

1.4.2) Réponse lgA et production de cytokines spécifique: ~35 ans 

Les valeurs individuelles des réponses IgG3 et IgA spécifiques sont présentées en fonction de 

sexe, pour les individus âgés de plus de 35 ans (Fig. I. 7). 
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Fig. 1. 7 :Réponse IaG3 et laA anti-Sh28GST- classe d'âae >35 ans 
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Alors que la réponse IgG3 spécifique apparaît individuellement faible et est identique entre les 

hommes et les femmes, une forte réponse IgA anti-Sh28GST a été détectée uniquement chez les 

femmes de plus de 35 ans. Malgré le nombre réduit d'individus dans cette classe d'âge, la 

réponse IgA anti-Sh28GST est significativement plus élevée chez les femmes que chez les 

hommes. Pour évaluer si cette différence en fonction du sexe pourrait être associée à une 

variation du profil des cytokines, le dosage des cytokines dans les surnageants de culture est 

présenté pour tous les individus âgés de plus de 35 ans (Fig. 1.8). 

Fig. 1.8 :Production de cytokines spécifique à la Sh28GST- ~35 ans 
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Comme pour les 16-34 ans, aucune production d'IL-4 et d'IL-5 spécifique à la Sh28GST n'a 

été détectée dans cette classe d'âge. 

La production d'IL-6 apparaît similaire entre les hommes et les femmes. En revanche, malgré 

une relative hétérogénéité individuelle, les productions spécifiques d'IFNy et de TNFa sont 

significativement plus faible chez les femmes comparativement aux hommes. A l'inverse, la 

sécrétion d'IL-l 0 et de TGFf3, sont significativement plus importante chez les femmes. Bien 

qu'aucune corrélation statistique n'a été trouvé significative entre chaque cytokine (test de 

Spearman et Kendall), la production de TGF13 et d'IL-l 0, deux cytokines anti-inflammatoires, 

semble être concomitante avec une faible sécrétion de deux cytokines de type-1 et/ou 

inflammatoire, chez les femmes âgées de plus de 35 ans. Pour confirmer la faible production 

des cytokines de type Thl que nous observons chez les femmes, nous avons également dosé 

dans les mêmes surnageants l'IL-12 et l'IL-2 mais aucune production spécifique n'a été mis en 

évidence. 

La production des cytokines a été évaluée après stimulation in vitro des PBMC par des extraits 

totaux d'antigènes parasitaires (SWAP et SEA). Alors qu'aucune production d'IL-5 et d'IL-12 

n'a été mise en évidence vis-à-vis du SEA, nous avons détecté une forte sécrétion de ces deux 

cytokines contre le SWAP. Aucune différence significative n'a été observée en fonction du sexe 

(IL-5: 267±364 et 313±311 pg/ml- IL-12: 716±203 et 904±421 pg/ml; hommes et femmes, 

respectivement). Ces résultats montrent bien que l'absence de production d'IL-5 et d'IL-12 vis

à-vis de la Sh28GST ne peut être attribuée à un problème de détection de nos tests car la 

sécrétion de ces deux cytokines peut être détectée fortement après stimulation par les antigènes 

totaux. Malheureusement, nous n'avons pas réalisé le dosage d'IL-2, d'IL-4 et de TGFf3 

spécifique aux antigènes parasitaires totaux. 

En revanche, il a été détecté une forte production d'IL-10 contre le SEA, mais sans aucune 

différence en fonction du sexe (hommes: 66,7±45,6; femmes: 75,6±56,3 ng/ml). De même 

pour le dosage des cytokines sériques, la quantité d'IL-l 0 mais également de TGFf3 était 

identique dans les 2 sexes. Ces résultats démontrent, de nouveau, que la différence dans le 

profil des cytokines n'a été observé que vis-à-vis de l'antigène spécifique Sh28GST et non pas 

vis-à-vis de l'ensemble des antigènes parasitaires. En effet, une faible production des cytokines 

de type-1 semble être associée à une sécrétion plus élevée de TGF13 et d'IL-l 0 uniquement chez 

les femmes ~35 ans, groupe dans lequel la réponse IgA anti-Sh28GST est majoritaire. 

Cependant, aucune corrélation statistique entre la présence de ces cytokines et les IgA était 

significative, fait probablement lié au faible nombre de femmes dans cette classe d'âge. 

Concernant cette balance entre la production de cytokines anti-inflammatoires et celle de type-1, 

il a été récemment démontré qu'une mort cellulaire par apoptose pouvait inhiber la sécrétion du 

TNFa et induire la production d'IL-l 0 (Voll et al., 1997) et de TGFf3 (Fadok et al., 1998) par 

les monocytes humains. Ainsi, il est maintenant clairement démontré qu'un processus 
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apoptotique pourrait intervenir directement par contact cellulaire ou indirectement par ingestion 

de corps apoptotiques, à la fois dans la régulation des cytokines inflammatoires mais également 

dans l'induction de la sécrétion de cytokines immunorégulatrices comme l'IL-10 et le TGF~. Ce 

processus de mort cellulaire permettrait ainsi à l'organisme de réguler toute réaction 

inflammatoire (Voll et al., 1997). Comme nous observons une faible production de TNFa 

associée à une forte présence de TGFf3 et d'IL-10 chez les femmes de plus de 35 ans, nous 

avons évalué le rôle potentiel d'une mort cellulaire spécifique après stimulation in vitro des 

PBMC par la Sh28GST. 

Comme cette idée nous ait venu a posteriori, au vu des résulats des cytokines, nous n'avions 

pas conservé les cellules des patients. Ainsi, n'ayant plus les cultures cellulaires disponibles, la 

seule possibilité pour évaluer ce processus spécifique à la Sh28GST était de doser la présence 

d'un marqueur de mort cellulaire dans les mêmes surnageants utilisés pour la détection des 

cytokines. Alors que le dosage de la protéine FAS-Ligand n'avait donné aucun résultat probant 

(non montré), notre choix s'est porté pour plusieurs raisons sur le facteur NMP41/7, une 

protéine de la matrice nucléaire. En effet, de nombreuses études ont démontré que cette protéine 

était clivée puis solubilisée, et ainsi détectable dans les sumageants, au cours d'un processus de 

mort cellulaire, en particulier une mort par apoptose (revue de· Miller et al., 1994). Des travaux 

récents montrent que la présence du NMP41/7 dans les sumageants de culture est corrélée à la 

fragmentation du DNA et à la production de FAS-Ligand, deux paramètres reconnus pour être 

des marqueurs apoptotiques (Baize et al., 1999). La présence du NMP41/7 dans les sumageants 

semble donc être un marqueur tardif mais fiable d'un procesus de mort cellulaire par apoptose. 

Pour completer cette étude, la capacité des cellules (PBMC) à proliférer après stimulation 

spécifque par la Sh28GST a également été évaluée (Annexe Ilbis). Ces deux paramètres 

(NMP41/7 et prolifération) sont présentés individuellement pour les hommes et pour les femmes 

âgés de plus de 35 ans (Fig. 1.9). La quantité de NMP41/7 est exprimée en Unité/ml, après 

soustraction du bruit de fond non spécifique pour chaque surnageant. La prolifémtion spécifique 

est mesurée en ~cpm (triplicate), qui correspond à la différence, pour un même patient, entre les 

valeurs de mdioactivité (en cpm) obtenues après stimulation par la Sh28GST et celles détectées 

dans les cultures non-stimulées. 
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Fig. 1.9 :Mort cellulaire et prolifération spécifique à la Sh28GST- >35 ans 
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Chez les femmes de plus de 35 ans, la présence de NMP41/7 spécifique à la Sh28GST a été 

détectée dans presque tous les surnageants (9/11). La présence de ce marqueur est 

significativement supérieure dans les cultures des femmes comparativement à celles des hommes 

(P<0,05). Ceci suggère qu'un processus in vitro de mort cellulaire spécifique à la Sh28GST 

serait sexe-dépendant en étant prépondérant chez les femmes infectées. Le manque total de 

prolifération spécifique observée chez les femmes semble renforcer cette hypothèse. 

Ainsi chez les femmes (~35 ans), la forte production de TGF~ et d'IL-10 concomitante à une 

faible production d'IFNy et de TNFa pourrait être associée à la présence d'un processus de 

mort cellualire spécifique à la Sh28GST. L'absence de prolifération spécifique pourrait être 

également expliquer par un· effet inhibiteur du TGF~ et de l'IL-10 sécrétés, comme il l'a été 

démontré pour des cellules T humaines (Ruegemer et al. , 1990; de Waal Malefyt et al., 1991). 

Nous avons donc mis en évidence chez les adultes que le profil de production de cytokines 

apparait différent selon le sexe des individus infectés par S. haematobium. Ce phénomène 

semble être extrêmement spécifique de la Sh28GST car aucune variation de la réponse cellulaire 

entre les deux groupes n'a été obervée vis-à-vis d'extrait d'antigènes parasitaires totaux 

(SWAP, SEA). De plus, cette différence sexe-dépendant apparait liée à l'âge des individus 

comme nous avons pû l'observer pour les réponses lgG3 et lgA anti-Sh28GST. La probable 

association entre ces différentes productions de cytokines in vitro et l'évaluation de la réponse 

humorale spécifique observée in vivo dans le serum des patients pourra être discutée dans le 

chapitre "Résumé et discussion" (1.6). 
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Au préalable, nous avons voulu savoir si cette réponse immunitaire, présente chez des patients 

infectés par S. haematobium, était uniquement spécifique de la Sh28GST ou pourrait également 

reconnaitre une GST hétérologue de Schistosome. Cette reconnaissance hétérologue a été réalisé 

pour la réponse anticorps uniquement. 

1.5) Reconnaissance hétérologue de la 28GST de S. mansoni : 

Dans le cadre d'une stratégie vaccinale utilisant l'antigène Sh28GST, l'évaluation de la 

reconnaissance de la Sm28GST par les serums de patients infectés par S. haematobium apparait 

particulièrement intéressante. En d'autres termes, nous nous demandions si des anticorps 

spécifiques à la Sh28GST induits au cours de l'infection, étaient capables de reconnaitre la 

28GST du parasite S. mansoni. Comme nous avons montré que les IgG3 et les lgA étaient les 

deux isotypes majoritaires contre la Sh28GST, seules ces deux types de réponses sont présentés 

en fonction de l'âge et du sexe des 108 patients infectés dans le village de Ourou-Madiou. 

Fig. 1.10: Reconnaissance de la Sm28GST- réponse I~:G3 et I&A 
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Ces résultats montrent tout d'abord que les anticorps de type IgG3 et IgA anti-Sh28GST, 

présents dans le serum des patients infectés par S. haematobium, sont capables de reconnaitre la 

Sm28GST. En revanche, les écart-types apparaissent plus important que ceux observés vis-à

vis de la Sh28GST et sont probablement l'image d'une plus grande hétérogénéité individuelle. 

En effet, aucune significativité statistique n'a été observée entre les groupes d'âge ou de sexe. 

Néanmoins, le profil de ces deux réponses anticorps semble similaire à celui observé contre la 

Sh28GST comprenant les pics des réponses lgG3 chez les hommes de 16-34 ans et IgA chez 

les femmes âgées de plus de 35 ans. Ce résultat indique non seulement, que ces deux isotypes 

majoritaires reconnaissent une 28GST hétérologue mais que le profil de ces réponses semble 

similaire à celui obtenu avec la protéine homologue. 
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Au cours de ce chapitre traitant de la réponse immune spécifique différente suivant le sexe des 

individus infectés, nous avons constaté que ces variations peuvent être observées vis-à-vis 

d'autres 28GST alors qu'aucune différence n'a été détectée vis-à-vis d'un extrait parasitaire 

(SEA). Cette variation de l'immunité anti-parasitaire dépendante du sexe semble donc être 

particulier à notre antigène d'intérêt. 

1.6) Résumé et discussion: effet de l'âge et du sexe sur le profil de 

la réponse immune spécifique à la Sh28GST 

Nous avons montré dans ce chapitre l'existence d'une réponse immunitaire spécifique de la 

Sh28GST qui, acquise naturellement au cours de l'infection par S. lwematobium, était 

dépendante de l'âge et du sexe des individus. 

1.6.1) Variation en fonction de l'âge: 

Dans cette population, les IgE, IgG3 et IgA anti-Sh28GST représentent les trois isotypes 

majoritaires contre la Sh28GST, cela avant traitement par le praziquantel. Alors que la réponse 

IgE spécifique reste stable, les anticorps IgG3 et IgA varient fortement en fonction de l'âge et 

sont prépondérants chez les adultes. D'autre part, le pic de production de ces 2 isotypes est 

variable en fonction des 2 classes d'âges adultes : IgG3 pour les 16-34 ans suivi des IgA pour 

les ~35 ans. Contrairement aux IgE, la régulation des IgG3 et des IgA semble dépendre 

fortement de l'âge des adultes infectés alors que l'intensité d'infection est identique entre les 

deux classes d'âge d'adultes. 

Depuis de nombreuses années, un point essentiel dans les études immuno-épidémiologiques, 

concernant l'acquisition de l'immunité anti-bilharzienne, est de comparer le rôle jouer par l'âge à 

celui de "l'expérience d'infection". En effet dans des foyers où l'infection est présente depuis de 

trés nombreuses décennies, l'histoire d'exposition pourrait avoir un effet plus important que 

l'âge des individus infectés dans l'acquisition d'une immunité anti-parasitaire (Gryseels, 1994). 

Mais, le foyer d'infection dans cette région du Sénégal présenterait la particularité d'être 

relativement récent (environs 8 ans à 10 ans) (Picquet et al., 1996). Ce paramètre suggère 

fortement que tous les individus de ce village ont probablement été en contact avec le parasite le 

même nombre d'années et ceci quelque soit leur âge. En particulier, les patients âgés de 16 à 34 

ans ont sans doute la même histoire d'exposition que les individus de plus de 35 ans. La forte 
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réponse IgA spécifique à la Sh28GST (également observée contre le SEA) n'a donc 

probablement pas été induite par un plus grand nombre de contact à l'infection pour les ~35 ans 

comparativement aux 16-34 ans. Cette forte réponse IgA présente chez les plus âgés, pourrait 

être ainsi le signe d'une maturation de la réponse immune spécifique qui pourrait s'acquérir 

différemment en fonction de l'âge de l'individu. Cette association entre IgA et maturité 

immunitaire est renforcée par l'observation montrant une absence de variation de la réponse 

IgG3 anti-SEA en fonction de l'âge. Ainsi, seule les réponses IgA anti-Sh28GST et anti-SEA 

sont majoritaires chez les individus les plus âgés. Des résultats similaires ont été montrés vis-à

vis du SEA (Ndhlovu etal., 1996) mais également contre la Sm28GST (Grzych et al., 1993). 

En revanche, la régulation des anticorps IgG3 apparait particulièrement lié à la reconnaissance 

de l'antigène Sh28GST car aucune différence n'a pû être observée vis-à-vis du SEA. Alors qu'il 

a été démontré la présence de cet isotype vis-à-vis de la Sm28GST chez des enfants infectés par 

S. mansoni (Auriault et al., 1990), aucune observation n'avait été réalisée chez les adultes. 

Notre étude montre donc, pour la première fois, l'importance de cet isotype vis-à-vis des 

28GST et sa variation en fonction de l'âge des individus infectés. 

De notre étude nous pouvons faire deux constatations : les réponses IgG3 et IgA anti-Sh28GST 

sont prépondérantes chez les adultes. Or, ces adultes présentent une intensité d'infection plus 

faible que les enfants. Ainsi, ces deux réponses isotypiques pourraient intervenir dans 

l'acquisition d'une immunité protectrice suggérée pour se développer naturellement avec l'âge. 

Cependant, si cette étude ne prouve pas que ces deux isotypes interviennent directement dans 

une réduction du nombre d'oeufs, le maximum de ces deux réponses isotypiques est 

concomitant avec une faible intensité d'infection mesurée en nombre d'oeufs présents dans les 

urines. Le dosage du CAA sérique, évaluant la charge parasitaire, chez tous les individus de la 

cohorte aurait pû nous apporter beaucoup d'informations. Contrairement aux enfants, il est fort 

probable que, pour les adultes, le nombre d'oeufs excrétées dans les urines ne soit pas corrélée 

avec la charge parasitaire. Il est ainsi bien démontré, par cette double évaluation, que les adultes 

présentent naturellement une immunité anti-fécondité, contrairement aux enfants (Agnew et al., 

1993). Les réponses IgG3 et IgA anti-Sh28GST pourraient ainsi jouer un rôle prépondérant 

dans cet effet anti-fécondité et ainsi prendre part activement dans l'acquisition d'une immunité 

protectrice. Ce rôle sera largement exposé dans le chapitre III traitant de l'immunité lors de 

l'infection par S. mansoni. 

1.6.2) Variation en fonction du sexe : association entre les réponses 

anticorps et la production in vitro des cytokines: 

Malgré de nombreuse études immuno-épidémiologiques sur la schistosomiase, une seule décrit 

une influence du sexe sur la réponse humorale spécifique aux antigènes de vers adultes, au 
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cours de l'infection par S. mansoni ou par S. japonicum (Webster et al., 1997). Ainsi, les 

hommes infectés présentent des réponses IgG 1, IgG4 et IgE plus importantes que les femmes. 

Bien que cette différence apparaisse plus importante chez les adultes, cette variation a également 

été observée chez les enfants. Même si cette différence reste significative après avoir effectué 

des régressions statistiques écartant le paramètre parasitologique, l'intensité d'infection observée 

chez les adultes est néanmoins supérieure chez les hommes. Comme les auteurs le soulignent, 

cette différence d'immunité anti-parasitaire semble plus relié à une différence dans l'intensité 

d'infection qu'à un effet du sexe. 

Dans notre étude, l'intensité d'infection et probablement l'histoire d'exposition apparaissent être 

similaires entre les sexes, et ceci quelque soit l'âge. En effet, nous supposons dans ce village 

cette similarité d'exposition car, d'une part, l'endémie est récente et, d'autre part, la prévalence 

est identique entre les hommes et les femmes. Bien que difficiles et peu reproductibles, des 

études de contact à l'eau dans ce village aurait pû apporter des informations complémentaires à 

nos données épidémiologiques. Mais, au vu de nos résultats parasitologiques, il semble 

possible d'analyser la réponse immune spécifique en fonction du sexe des patients infectés en 

écartant l'influence du paramètre infectieux. 

Ainsi nous montrons l'existence d'une immunité spécifique sexe-dépendante, où la réponse 

IgG3 est significativement plus élevée chez les hommes âgés de 16 à 34 ans alors que la réponse 

IgA est majoritaire chez les femmes de plus de 35 ans. Connaissant le rôle important des 

cytokines dans la commutation isotypique et/ou la production de tel ou tel isotype (Garraud et 

al., 1996), nous avons évalué si cette différence ne pouvait pas être liée à un profil de 

production de cytokines particulier pour chaque sexe. 

Réponse lgG3 et production de cytokines chez les hommes: 

Dans la classe d'âge 16-34 ans, la réponse IgG3 majoritaire chez les hommes semble être 

concomitante avec une forte production d'IFNy, détectée après stimulation in vitro des PBMC 

par la Sh28GST. Mais le rôle de cette cytokine dans la production d'IgG3 apparaît controversé 

chez l'homme. En effet, alors que l'IL-4 induit la commutation isotypique du gène y 3 (Fujieda 

et al., 1995), l'effet de l'IFNy sur la sécrétion des IgG3 in vitro n'a jamais été montré chez 

l'homme. Cependant, l'IFNy est capable d'induire la commutation isotypique vers la sécrétion 

d'IgG3 chez la souris, mais d'une manière T-indépendante contre des antigènes 

polysaccharidiques, alors que l'IL-4 induit un effet inhibiteur (Snapper et al., 1992). D'autre 

part chez des patients chroniquement infecté par Borrelia burgdoiferi , agent étiologique de la 

maladie inflammatoire de Lyme, l'apparition des IgG3 est clairement associée à la réponse 

immune de type Th1, dépendante de l'IFNy (Widhe et al. 1998). Dans cette pathologie, l'IgG3 

est un isotype majoritaire et sa présence chez l'homme dépend d'une forte production d'IFNy. 
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Au cours de l'infection humaine par le VIH -1, une faible présence des IgG3 est associée à une 

forte réponse IgE et IgG4 et il est suggéré que ce phénomène est corrélé à une faible réponse de 

type Thl (de Martino et al., 1999). De plus, l'IL-10 est décrite pour induire une commutation 

isotypique vers la production d'IgG3 mais également d'lgG 1 par les lymphocytes B humains 

(Brière et al., 1994). Le rôle de l'IL-10 dans la régulation d'autres isotypes comme les IgE ou 

les IgG4 est également bien documenté (Akdis et al., 1998). 

Dans notre étude, une forte production d'IL-10 spécifique à la Sh28GST a été détecté à la fois 

pourles deux sexes (16-34 ans). Mais, une faible présence d'lgG 1, IgE et lgG4 est observée 

dans les deux populations. Dans ce cas, la détection de cytokines comme l'IL-10 in vitro ne 

corrèle pas avec l'observation in vivo de la réponse isotypique spécifique. En revanche, dans la 

population masculine, la production d'IFNy majoritaire et la présence spécifique d'IL-10 

pourrait être associée à une forte réponse IgG3. Une telle association de ces deux cytokines, 

connues pour appartenir à des profils Th opposés, a cependant été démontré chez des patients au 

cours de la maladie de Lyme (Pohl-Koppe et al., 1998). Dans cette étude, une même population 

de lymphocytes T est capable de sécréter à la fois de 1 'IL-l 0 et de 1 'IFNy. Ce profil particulier 

pourrait ainsi induire la forte production des IgG3 observées au cours de cette maladie 

inflammatoire (Widhe et al. 1998). Une autre étude sur des PBMC de patients infectés par le 

VIH mais également de donneurs sains, montre que l'IL-12 induit l'apparition de clones 

lymphocytaire T CD4+ possédant ce phénotype particulier de production simultanée d'IFNy et 

d'IL-10 (Gerosa etal., 1996). Comme dans ces deux études, il a été montré également que l'IL-

12 induisait, cette fois-ci en présence de divers antigènes, la différenciation de lymphocytes T 

humains en cellules sécrétrices de ces deux cytokines (Windhagen et al., 1996). De manière 

intéressante, cette population lymphocytaire particulière possède un phénotype de cellules 

matures. 

La présence de ce profil immunitaire particulier est donc observée lors d'une infection chronique 

(maladie de Lyme), ou lors de la mise en place de cellules mémoires possédant probablement 

des propriétés immunorégulatrices. Ce profil immunitaire apparaît ainsi proche de celui que 

nous observons chez les adultes chroniquement infectés mais, dans notre étude, une production 

spécifique d'IL-12 n'a jamais été détectée. Néanmoins, l'observation dans ces différents 

modèles d'un tel profil immunitaire de type "mature", caractérisé à la fois par la présence 

d'IFNy et d'IL-l 0 apparaît crucial. Ce profil spécifique à la Sh28GST pourrait être associé à la 

forte réponse IgG3 spécifique que nous avons observée chez les hommes adultes 

chroniquement infectés. Ainsi, les sécrétions importantes de ces deux cytokines pourraient 

s'associer ou agir en synergie pour induire cette réponse isotypique particulière. 

Dans notre étude, ces cytokines peuvent probablement être sécrétées par les monocytes, cellules 

connues pour produire fortement l'IL-10 et l'IFNy. Cependant, au vu de nos résultats et des 

données de la littérature, la production de ces cytokines par des cellules T spécifiques de la 

Sh28GST doit être aussi prise en compte. La purification des cellules T à partir des PBMC et le 
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dosage des cytokines après stimulation par la Sh28GST pourrait nous apporter de nombreuses 

informations sur la source cellulaire de la sécrétion de ces deux cytokines. 

Une telle synergie entre cytokines pourrait également avoir lieu chez les femmes infectées, 

comme nous allons le discuter dans le paragraphe suivant. 

Réponse I~A et production de cytokines chez les (emmes : 

Chez les individus de plus de 35 ans, nous avons observé que la réponse lgA anti-Sh28GST 

était significativement plus élevée chez les femmes. Nous avons voulu savoir si cette différence 

pouvait être liée à une variabilité dans le profil de production des cytokines. Nous observons 

que la production spécifique de TGFf3 et d'IL-l 0 est elle aussi plus importante chez les femmes. 

Il a été démontré que ces deux cytokines anti-inflammatoires peuvent coopérer pour induire la 

sécrétion de l'isotype IgA (Defiance et al., 1992). En effet, le TGFf3 est capable d'intervenir 

précocément dans la commutation vers cet isotype (van Vlasselaer et al., 1991) alors que 1 'IL-l 0 

jouerait un rôle central dans la sécrétion des lgA par les lymphocytes B humains (Brière et al., 

1994). 

Bien qu'aucune corrélation statistique n'a été observée entre ces deux cytokines et la présence 

des lgA spécifiques dans notre étude, probablement à cause du faible nombre d'individus, la 

production concomitante du TGFf3 et de l'IL-10 in vitro semble être associée à la présence in 

vivo des IgA anti-Sh28GST chez les femmes. 

Il est bien établi que la production de ces deux cytokines est responsable de la régulation 

négative de cytokines inflammatoire et/ou de type-1. En effet, la production de TNFa, connu 

pour favoriser le dévelopement d'une réponse de type-1 (Becher et al., 1999) peut être inhibée 

en présence d'IL-10 ou de TGFf3 (de Waal Malefyt etal., 1991; Chantry et al., 1989). De plus, 

le développement d'une réponse de type Thl est inhibé en présence de TGFf3 ou d'IL-l 0 

(Fargeas etal., 1992; Sher et al., 1991) neutralisant directement la production d'IFNy et d'IL-

12 (Schmitt etal., 1994; Bright etal., 1998). En accord avec ces données, nous observons que 

la forte production de TGFf3 et d'IL-l 0 est concomitante avec une faible sécrétion de TNFa et 

d'IFNy, observée uniquement chez les femmes. 

Comme nous l'avons souligné dans les résultats, la chute de la réponse inflammatoire ou de la 

réponse de type Th1 serait liée à une mort de populations cellulaires impliquées, et à une 

sécrétion concomitante d'IL-10 (Voll etal., 1997) et de TGFf3 (Fadok etal., 1998). Ainsi, il est 

décrit qu'une réponse inflammatoire, devenue trop néfaste pour l'organisme après infection, 

pourrait être régulée non seulement par la mise en place d'une mort cellulaire par apoptose mais 

également par la sécrétion parallèle de cytokines anti-inflammatoires. Le TNFa est un des 

inducteurs les plus puissants de l'apoptose (Nagata; 1997) et les lymphocytes Th1 sont connus 
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pour exprimer un fort niveau de molécules Fas-Ligand à leur surface, les rendant plus sensibles 

à l'apoptose que les cellules Th2 (Ramsdell et al., 1994). Le déclenchement d'une mort 

cellulaire, après un processus inflammatoire, pourrait être associée à la production d'IL-l 0 et de 

TGFf3. En effet, il est montré que l'IL-10 est capable d'entretenir ce processus apoptotique 

(Estaquier et al., 1997) et que la phagocytose par des macrophages de cellules apoptotiques 

induit la production active du TGFf3 (Fadok et al., 1998). 

Chez les femmes, une forte production de TGFf3 et d'IL-l 0 associée à une faible sécrétion des 

cytokines de type-1 semble être concomitante à la détection spécifique dans les surnageants de 

culture du marqueur apoptotique NMP41/7. La présence des IgA pourrait être associée à 

l'existence d'un profil immunitaire particulier caractérisé par la sécrétion des deux cytokines 

anti-inflammatoires capables de réguler négativement une réponse de type-1. Ce phénomène 

pourrait être lié à un processus de mort cellulaire par apoptose. La cascade chronologique de 

tous ces évènements apparait difficilement analysable mais il serait intéressant d'évaluer si 

l'apoptose est le premier processus qui, une fois déclenché, serait capable d'induire la régulation 

entre les cytokines. Le NMP41/7 que nous avons dosé semble être un marqueur tardif de mort 

cellulaire (Miller, 1994). La détection d'un marqueur précoce d'apoptose, telle que la protéine 

Fas-Ligand, nous aurait apporter de précieuses informations mais aucune présence de cette 

molécule n'a été détectée à des taux significatifs dans les surnageants de cultures. 

Femmes ?:35 aos: Profil de type Th3 spécifiQYe à la Sh28GST? 

Même s'ils ne représentent environ que 10 à 15 % des cellules composant les PBMC, les 

monocytes peuvent prendre une part active dans la sécrétion du TGFf3 et d'IL-l 0 détectée après 

stimulation par la Sh28GST. Néanmoins, les lymphocytes T représentent à peu près 60% des 

cellules des PBMC, et ainsi sont probablement la source principale de la production de ces deux 

cytokines. La production des cytokines par différentes populations de lymphocytes T peut ainsi 

être un élément essentiel dans nos observations comme nous allons maintenant le discuter. 

La présence de ces deux cytokines anti-inflammatoires associée à une faible production des 

cytokines de type-1 et à la présence d'une apoptose spécifique forment un profil immunitaire 

particulier qui pourrait intervenir dans la production des IgA. 

Dans un modèle de tolérance orale chez la souris, il a été observé l'apparition d'une population 

cellulaire particulière de lymphocytes T CD4+ produisant majoritairement du TGFf3 et des taux 

variables d'IL-4 et d'IL-10 (Chen et al., 1994). Dans ce modèle, l'administration orale de MBP 

(Myelin Basic Protein) protège contre l'encephalomyelite autoimmune expérimentale (EAE), 

modèle d'une sclérose en plaques autoimmune, en inhibant fortement la réponse Th1 

pathologique. Ce phénomène est lié à la présence de clones CD4+ spécifiques de la MBP, qui 
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produisent ces trois cytokines anti-inflammatoires. Ainsi, cette population lymphocytaire 

particulière, identifiée dans les ganglions mésentériques, a été nommée Th3 et apparait être 

constituée de cellules T dérivées de clones Th2. 

Dans ce même modèle, il a été montré que l'apparition de cette population cellulaire Th3 était 

associée à une délétion des clones Thl, mais également Th2, par un phénomène d'apoptose 

(Chen et al., 1995). Ce résultat suggère que les clones de type Th3 semble être bel et bien 

différent des Th2. Dans l'BAB, l'IL-4 apparait nécessaire pour la différenciation des cellules 

Th3 sécrétrices de TGFt3 (lnobe et al., 1998). Par contre, dans un modèle murin de colites 

médiées par une réponse Thl, la présence de ces cellules CD4+ sécrétrices de TGF~ est 

protectrice et existe chez des animaux déficient en IL-4 (Powrie, et al. 1996). Ce résultat, 

démontrant la présence de cette population cellulaire Th particulière dans un autre modèle, 

indique que l'IL-4 n'est pas indispensable à l'apparition de ces clones de type Th3. 

Ce profil Th3 semble être caractérisé par la sécrétion majoritaire de TGF~ mais également d'IL-

10, probablement nécessaire à la croissance de ces clones (Teitelbaum et al., 1999; Weiner; 

1997). La réponse de type Th3 a été identifé comme une réponse muqueuse dans des modèles 

de tolérance orale et, de part la présence de TGF~ et d'IL-10, serait associé à la production de 

l'isotype IgA (Weiner, 1997). Dans toutes ces études, l'apparition de cette réponse de type Th3 

est associée à la régulation négative de la réponse Thl après mort cellulaire par apoptose. 

Il est vrai que l'existence immunologique de cette population lymphocytaire Th3 peut être 

contreversée car elle n'a été que m~oritairement mise en évidence dans des modèles de tolérance 

orale. Ainsi, la présence de ces clones Th3 ne pourrait se retrouver qu'au niveau des ganglions 

mésentériques. Or, ces clones ont été, d'une part, observés à un niveau splénique chez des 

souris immunisées oralement avec la MBP indiquant que ce type de profil Th3 peut être observé 

à un niveau systémique (Teitelbaum et al., 1999). D'autre part, après l'administration orale de la 

MBP, la présence de ces cellules sécrétant du TGF~ et de l'IL-l 0, associée à une inhibition de la 

réponse Thl, a été démontré après culture de PBMC de patients atteints de scléroses en plaques 

(Fukaura et al., 1996). 

Ce résultat démontre que cette population Th3, dont l'origine serait mucosale, pourrait être 

retrouvée dans les organes lymphoïdes principaux et au sein des diverses populations du sang 

périphérique. 

Dans notre étude, nous ne montrons évidemment pas directement la présence d'une telle 

population de lymphocytes T de type Th3 chez les femmes âgés de plus de 35 ans. Néanmoins 

au vu des données bibliographiques, le profil observé pourrait être associé à ce type de réponse 

immune. Cette réponse immunitaire spécifiquement observée vis-à-vis de la Sh28GST pourrait 

être à la base de la forte production des IgA chez les femmes. 

Cette hypothèse pourrait être schématiquement résumée ainsi: 
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Chronicité de l'inf~tion 1 Profil Th3 1 
par S. haematobtu~. . ' 

~ ~ ~ (±) / (f) Production 
, . -'-' __......., lgA anti-Sh28GST 

œUulesspecdïques 1 IL-lO 1_.........-(±) 
à la Sh28GST ~ TGFf\ + 

Stimulatio~ vitro 'Ç G l;) ~ 
par la Sh28GST Profil Type-1 ..., Mort cellulaire 

production IFNy et TNFa par apoptose 

R~onse de type Th3 et tolérance: influence de la chronicité de l'infection? 

La présence de réponses IgA specifiques est souvent observée lors d'infections chroniques : 

schistosomiase, autres infections helminthiques comme la strongyloidiase (Atkins et al. , 1997) 

ou l'onchocercose (Salinas et al., 1996). Dans l'infection humaine par Yersinia enterocolitica, il 

a même été décrit que le dosage des IgA spécifiques a une valeur diagnostic dans l'évaluation de 

la chronicité (Lareen et al., 1985). Dans ces différents exemples d'infection chronique, la 

réponse IgA est associée à la maturité de la réponse immune controllant le niveau d'intensité 

d'infection. 

Le profil Th3, associé à une réponse IgA, a été mis en évidence dans un phénomène de 

tolérance orale (Weiner et al, 1997). Or, le TGF~ et l'IL-10 sont des cytokines souvent 

produites au cours d'infections chroniques ou dans la mise en place d'une tolérance 

immunitaire. En effet, leur production au cours de la Leishmaniose semble jouer un rôle 

important dans la survie et la virulence du parasite mais également dans la susceptibilité à 

l'infection, en inhibant fortement la réponse de type Th1 protectrice (Barral et al., 1993; Wilson 

et al., 1998). Dans divers modèles non-infectieux, le TGFf3 et l'IL-10 sont connus pour jouer 

un rôle clef dans l'induction d'une tolérance immunitaire. Par exemple, l'administration sous

cutanée de TGFf3 est capable de controler le rejet de tumeurs, ce qui suggère que cette cytokine 

immunorégulatrice pourrait générer un micro-environnement particulier induisant une tolérance 

immune (Chen et al. , 1998). Ce phénomène est également observé au niveau de la cavité 

oculaire et nommé ACAID (anterior chamber-associated immune deviation), caractérisé par la 

forte présence du TGFf3 et de l'IL-10 inhibant une réponse Th1 (D'Orazio et al., 1998). 
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Dans ces études, la présence de TGFfl est associée avec l'apparition du mécanisme de mort 

cellulaire par apoptose. Une association entre la sécrétion de TGFfl et d'IL-10 et la présence 

d'apoptose semble donc être étroitement liée aux mécanismes de tolérance immunitaire (Chen et 

al., 1998). Cependant, l'induction et le maintien de ces mécanismes de tolérance pourraient 

également impliquer un phénomène d'anergie de la réponse cellulaire T, lié à la présence d'IL

lü (Groux etal, 1996). 

L'ensemble de ces résultats montrent le rôle prépondérant de ces deux cytokines anti

inflammatoires dans l'induction d'une tolérance immunitaire. De plus, ce profil immunitaire de 

type Th3 ayant été observé au cours d'une tolérance orale, nous pouvons nous demander si 

l'existence d'un tel profil ne prendrait pas une part active dans la tolérance immunitaire, en 

générale. Ces résultats obtenus dans des modèles non-infectieux peuvent être comparés à nos 

résultats suggérant l'apparition d'une réponse de type Th3 chez des adultes chroniquement 

infectés. La chronicité de l'infection au cours de la schistosomiase induirait ainsi des 

mécanismes immunitaires similaires à ceux de la tolérance. De plus, le TGFfl apparait être une 

cytokine tout à fait prépondérante et probablement clef pour induire une certaine maturité de la 

réponse immune. En effet, il a été montré récemment que cette cytokine induit l'apparition de 

cellules T possédant un phénotype "mature" (Genestier et al., 1999). Maturité immunitaire, 

tolérance et chronicité pourraient être des phénomènes étroitement liés au cours de maladies 

parasitaires telle que la schistosomiase. 

Cependant, ce profil immunitaire caractérisé par la production de TGFfl et d'IL-l 0 et la présence 

des IgA spécifiques n'est prépondérant que chez les femmes âgées de plus de 35 ans. Chez les 

hommes âges de 16 à 34 ans, nous montrons que les IgG3 anti-Sh28GST sont majoritaires et 

nous suggérons que leur production pourrait être associée à la forte sécrétion d'IFNy et la 

présence d'IL-10. L'ensemble de ces résultats montrent d'une part que la présence de ces deux 

isotypes spécifiques et d'autre part que la production in vitro de cytokines varient en fonction du 

sexe des individus infectés. Nous ne pouvons pas écarter le fait que l'histoire d'exposition ou 

certaines habitudes individuelles sont différents en fonction du sexe des individus et pourraient 

expliquer ces variations. Néanmoins, l'intensité d'infection et la réponse anticorps dirigée contre 

l'ensemble des antigènes parasitaires (SEA) sont identiques entre les hommes et les femmes 

alors que la réponse immune spécifique à la Sh28GST est différente. Cette spécificité 

dépendente du sexe permet de penser que le système endocrinien, en particulier par l'effet des 

hormones sexuelles, pourrait avoir un rôle probable dans l'orientation de la réponse immune 

anti-Sh28GST. 
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1.6.3) Effet des hormones sexuelles dans l'orientation de la réponse 
immune spécifique ? 

Au cours de la schistosomiase, une forte baisse de l'intensité d'infection après la puberté 

suggère que certaines hormones pourraient jouer un rôle, soit directement dans le métabolisme 

du parasite (voir chapitre II), soit dans l'induction et l'orientation de la réponse immune 

protectrice acquise naturellement (Fulford et al., 1998). Au cours d'autres infections 

parasitaires, l'existence d'une variation, non seulement dans l'intensité d'infection mais 

également dans le dévelopement de pathologie est décrite en fonction du sexe (Bundy, 1988). 

Ainsi, une multitude de données dans la littérature démontre le rôle important des hormones sur 

la régulation du système immunitaire. Dans notre étude nous ne pouvons pas écarter l'effet 

probable de certaines hormones, autres que sexuelles, sur la régulation de la réponse immune 

anti-Sh28GST. Néanmoins au vu de nos observations, nous avons voulu nous focaliser sur 

l'influence des hormones sexuelles stéroïdes (estrogènes, progestérone et androgènes) qm 

pourrait intervenir dans la régulation de la réponse spécifique. 

Il est admis généralement que les femmes développent une réponse immunitaire plus "élevée" 

que les hommes. En effet, les femmes présentent des taux d'anticorps totaux ou spécifiques 

plus important, ce qui favoriserait par exemple le développement de maladies autoimmunitaires 

(Schuurs etal., 1990). Il est d'ailleurs suggéré que les femmes ont le potentiel, par l'influence 

de leurs hormones sexuelles, d'induire préférentiellement une réponse anticorps forte avec une 

faible réponse cellulaire. Ce serait l'inverse pour les hommes. 

En effet, la testostérone peut inhiber directement la production des anticorps par les cellules B 

(Kanda et al., 1996) et certains androgènes ont la capacité de réguler négativement la maturation 

des cellules B (Schuurs et al., 1990). L'effet de la testostérone pourrait être direct sur l'activité 

et la stimulation de la cellule B, ou indirect en inhibant la production de certaines cytokines 

impliquées dans la production des anticorps, comme l'IL-6 (Kanda et al., 1996). A l'inverse, 

les estrogènes induisent la forte production d'anticorps par les cellules B humaines (Kanda et 

al., 1999), en agissant directement et précocément dans la différenciation et la prolifération de 

celles-ci (Clerici et al., 1991) ou indirectement en facilitant la maturation des lymphocytes Th 

(Kan da et al., 1999). 

L'action des différents stéroïdes sexuelles pourrait ainsi jouer un rôle direct dans l'activité des 

cellules productrices d'anticorps mais le rôle de ces hormones a majoritairement été décrit sur 

l'orientation de la production de certaines cytokines impliquées directement dans la régulation 

isotypique. Cependant, de nombreux travaux montrent des effets opposés par la même hormone 

soulignant ainsi que leur influence dépend fortement de la nature et de la spécificité antigénique 

des lymphocytes, de la balance in vivo entre les différentes hormones, de l'organe étudié et 

principalement de la dose d'hormones utilisée dans les expériences. Dans certains cas, une 
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hormone sexuelle utilisée à une très forte dose peut avoir l'effet inverse sur la production de 

cytokine que la même hormone utilisée à de plus faibles doses. 

Néanmoins, certaines données apparraissent relativement reproductibles d'un modèle à l'autre et 

semblent apporter des éléments importants dans notre étude. 

Effet de la testostérone et des andro~ènes 

Il a été montré que la testostérone et ses dérivés tel que la dihydrotestostérone étaient capables 

d'augmenter la production d'IL-2 par les cellules T, et de diminuer principalement celle des 

cytokines de type Th2, l'IL-4 et l'IL-5 (Roberts et al., 1996; Araneo et al., 1991). Cet effet sur 

l'IL-2 pourrait ainsi expliquer la forte tendance des hommes à développer une immunité à 

médiation cellulaire. 

Au cours de l'infection par le Coxsackievirus, la pathologie (forte inflammation du myocarde) 

est associée à une réponse de type Th1 et est largement dominante chez l'homme 

comparativement à la femme. Dans cette étude, la testostérone induit sélectivement la présence 

de lymphocytes CD4+ "IFNy-positifs" (Huber et al., 1999). La testostérone est donc capable 

d'induire directement une réponse de type Th1 en augmentant la capacité des cellules T à 

produire de l'IFNy. Au cours de cette infection, l'effet de la testostérone sur l'induction de la 

réponse Th1 pourrait être lié à la disparition des cellules CD4+ Th2 par apoptose (Huber et al., 

1999). 

La dehydroepiandrosterone (DHEA), androgène sécrété par les glandes surrénaliennes et 

précurseur de la testostérone et de l'estradiol, semble avoir un effet trés important dans 

l'orientation de la réponse immune vers un profil de type Th1. En effet, la DHEA induit la 

synthèse d'IL-2 et d'IFNy par des cellules Th sans aucun effet sur la production d'IL-4 chez la 

souris (Daynes et al., 1990). 

Ce précurseur ne peut à priori pas être classé comme une hormone sexuelle. Néanmoins, il a été 

montré que la concentration sérique de DHEA est plus importante chez les hommes que chez les 

femmes et est maximale chez ceux âgés de 20 à 30 ans (Young et al., 1999). De même, dans 

des populations infectées par S. mansoni, la présence sérique de DHEA apparaît plus importante 

chez les hommes adultes (Fulford et al., 1998). Non seulement la quantité de DHEA est ainsi 

plus élevé chez les hommes, mais cet androgène semble produire son effet uniquement sur les 

lymphocytes T de souris males (Shela et al., 1997). 

De manière intéressante, l'IFNy est la seule cytokine que nous avons majoritairement détectée 

chez les hommes âgés de 16 à 34 ans. Mais aucune production d'IL-2 n'a été observée après 

stimulation par la Sh28GST. 
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Il faut noter cependant que la sécrétion de cette cytokine n'a été observée qu'in vitro après 

stimulation antigénique et qu'il est impossible de prouver que ce phénomène existe réellement in 

vivo. Néanmoins, la testostérone et/ou la DHEA pourrait avoir ainsi un effet dans l'orientation 

de la réponse immune spécifique à la Sh28GST, se caractérisant par une production spécifique 

d'IFNy plus importante chez les hommes adultes. 

Effet de la pro~estérone et de l' estrndiol 

De nombreuses études soulignent le rôle de la progestérone et des estrogènes sur l'orientation de 

l'immunité en particulier vers un profil de type Th2. Un taux élevé de progestérone au cours de 

la grossesse favorise la mise en place d'un profil Th2 en inhibant les réponses Th1 (Wegmann 

et al., 1993). Il est suggéré que l'existence d'une telle régulation permettrait le non-rejet du 

foetus. La production d'IL-4 et d'IL-13 par des PBMC prélevés chez les femmes est fortement 

augmentée en présence de progestérone, mais également d'estradiol (Hamano et al., 1998). 

Dans une autre étude, il semble que seule la progestérone est capable de favoriser l'induction et 

le dévelopement de cellules Th2, associée à une forte production d'IL-4, à partir de clones 

initialement de type Thl (Piccini et al., 1995). 

D'une manière plus générale, la progestérone intervient dans la régulation de processus 

inflammatoire en inhibant particulièrement la production de TNFa par les macrophages (Miller 

et al., 1998). Cet effet anti-inflammatoire a également été décrit pour l'estradiol qui inhibe la 

production de TNFa, en induisant la production d'IL-l 0 d'une manière dose-dépendante 

(Gilmore et al., 1997). 

Mais il semble que l'estradiol et la progestérone influenceraient différemment la production de 

cytokines anti-inflammatoires. En effet, l'estradiol est capable d'augmenter la production d'IL

l 0, sans affecter la présence d'IL-4 tandis que la progestérone induit la sécrétion d'IL-4 par les 

mêmes clones humains T CD4+ mais n'a aucune action sur I'IL-10 (Correale et al., 1998). 

Dans les deux cas, la conséquence est similaire: une diminution de la production de TNFa. Cet 

effet différent semble dépendre du modèle d'étude, de la dose hormonale utilisée et ne peut pas 

être généralisé à l'ensemble de la régulation immunitaire. Néanmoins, ce dernier exemple est 

frappant et suggère que ces deux hormones "féminines" diffèrent dans leur mode d'action. 

Chez la femme, les estrogènes semblent être des hormones importantes dans l'augmentation de 

la production de TGFf3 (Ashcroft et al., 1997). D'un point de vue isotypique, l'estradiol a la 

capacité de favoriser in vitro la production spécifique des IgA (Tokuyama et al., 1994) et in 

vivo, au cours du cycle menstruel, le profil de sécrétion des IgA muqueux semble être lié à celui 

de l'estradiol sérique et non pas à celui de la progestérone (Gomez et al., 1993). 

L'administration d'estradiol chez le rat induit une trés forte production d'lgA dans les sécrétions 

utérines tandis que la progestérone n'a aucun effet (Wira et al., 1997). 
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L'ensemble de ces données soulignent donc le rôle prépondérant des hormones sexuelles chez la 

femme, non seulement dans l'inhibition de réactions de type inflammatoire et/ou de type Thl, 

mais également dans l'induction de cytokines immuno-régulatrices comme l'IL-10, l'IL-4 ou le 

TGFf3. Ces hormones pourraient jouer ainsi un rôle non négligeable dans l'orientation de la 

réponse immune spécifique à la Sh28GST et notament dans la faible production d'IFNy et de 

TNFa que nous observons chez les femmes infectées. De plus, l'estradiot pourrait agir 

particulièrement en induisant une production d'IL-l 0 et de TGFf3 associée à une réponse IgA 

anti-Sh28GST. 

En accord avec nos résultats suggérant un phénomène de mort cellulaire spécifique par apoptose 

chez les femmes, il a été montré que les estrogènes semblent être fortement impliquées dans ces 

mécanismes au cours de maladies autoimmunitaires, en agissant directement sur l'expression de 

gènes impliqués dans la mort cellulaire (Cutolo et al., 1995). Récemment, il a été décrit qu'un 

métabolite endogène de l'estradiol, le 2-methoxyestradiol, était capable d'induire in vitro 

l'apoptose de cellules endothéliales (Tsukamoto etal., 1998). Ainsi, l'estradiot pourrait être une 

hormone clef dans la régulation et l'orientation de la réponse immune spécifique que nous 

détectons chez les femmes adultes. L'ensemble de cette régulation pourrait aboutir à la forte 

production d'un isotype spécifique, l'lgA. 

Nous pouvons ainsi nous demander si l'estradiot ne pourrait pas influencer, dans notre modèle, 

l'apparition de cette réponse de type Th3 alors qu'il est connu que la progestérone favorise une 

réponse Th2. Ce type d'orientation, différent selon l'hormone, soulève beaucoup de questions 

mais permet d'envisager de nombreuses études, chez l'homme et dans des modèles animaux, 

que nous présentons dans le chapitre "Discussion générale et perspectives". 

L'effet du système endocrinien et en particulier l'action des hormones sexuelles stéroïdes 

pourrait influencer l'acquisition de l'immunité anti-Sh28GST chez les hommes et les femmes 

adultes qui présentent la même intensité d'infection. Ces hormones pourraient intervenir comme 

des facteurs "accélérateurs" pour induire la différence dans l'immunité spécifique que nous 

observons en fonction du sexe. Dans l'objectif d'une corrélation avec les résultats 

immunologiques, le dosage des taux sériques de ces hormones sexuelles, a été effectuée en 

fonction de l'âge des patients infectés et sera présenté dans le chapitre II. 

De manière intéressante, aucune différence de la réponse immune contre l'ensemble des 

antigènes parasitaires (SEA) n'a été observé en fonction du sexe. Bien que le SEA représente 

une "soupe antigénique" composée de trés nombreux antigènes, ce résultat indique une certaine 

spécificité de la réponse immune contre la Sh28GST (et contre la Sm28GST?) en fonction du 

sexe. Le rapport entre les hormones sexuelles et cette spécificité sera étudiée dans le chapitre II. 
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Il) Influence des hormones sexuelles : Liaison à la 

Sh28GST et effet sur 1' orientation de la 
, 

reponse 
. , ·r· Immune spec1 1que 

La réponse immune spécifique à la Sh28GST étant dépendante du sexe des individus infectés 

(chapitre I), nous nous sommes intéressé à l'influence des hormones stéroïdes sexuelles dans 

notre modèle. Plusieurs démarches ont été élaborées pour évaluer leur rôle: 

- Dosage hormonal dans le sérum des individus infectés 

- Recherche de liaison spécifique entre ces hormones et la Sh28GST 

- Influence de l'estradiot sur la réponse immune spécifique à la Sh28GST, dans un 

modèle murin 

11.1) Dosage des hormones sexuelles dans le sérum des patients 

infectés par S. haematobium : 

Le dosage sérique de la testostérone, de l'estradiot et de la progestérone a été réalisé chez tous 

les individus infectés par S. haematobiwn dans la cohorte présentée dans le paragraphe !.1 

(village d'Ourou-Madiou). Un des premiers objectifs de cette étude était d'évaluer si la présence 

de telle ou telle hormone pouvait être corrélée à l'apparition d'un paramètre immunologique 

spécifique (isotypes ou cytokines) chez les hommes ou chez les femmes, comme nous l'avions 

suggéré precedemment. Pour ces raisons, le dosage des hormones est présenté en fonction des 

3 classes d'âges précédemment décrites (8-15, 16-34 et ~35 ans). La présence de testostérone a 

été évaluée chez les hommes alors que la progestérone et I'estradiol ont été recherché dans la 

population féminine. 

Ces dosages ont été réalisées par radioimmuno-marquage (Iode 125) selon la procédure 

indiquée dans les kits Immunotech. L'intensité d'infection, exprimée par la moyenne 

géométrique d'oeufs/lü ml d'urine, est également indiquée pour chaque groupe d'âge. 
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Fig. 11.1 :Dosage des hormones stéroïdes sexuelles en fonction de l'âge 
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Nous constatons tout d'abord une trés grande hétérogénéité des valeurs, en particulier pour la 

progestérone, connue pour varier de 0,06 à 25 ng/ml en fonction des phases du cycle 

menstruelle chez la femme caucasienne (ref. Kits Immunotech). Néanmoins, certaines 

différences significatives sont observées en fonction des 3 classes d'âges et selon le type 

d'hormone. La présence de testostérone est majoritaire chez les adultes mais aucune différence 

entre 16-34 ans et~ 35 ans n'a été détectée et les valeurs observées semblent correspondre aux 

valeurs retrouvées chez les hommes caucasiens (de 3 à 12 ng/ml pour les 18-81 ans). 

En revanche, la présence d'estradiot et de progestérone est significativement inférieure chez les 

femmes âgées de plus de 35 ans comparativement à la classe d'âge 16-34 ans. De manière 

surprenante, les femmes dans notre étude étaient âgées de 35 à 51 ans, âge correspondant à 

l'avant ménopause chez les femmes caucasiennes. Or dans cette classe d'âge, il a été détecté des 

taux hormonaux trés faible et trés proche de ceux retrouvés après la ménopause (Estradiot: <55 

pg/ml, Progestérone: <1,6 ng/ml chez des femmes caucasiennes). Ainsi, ce résultat suggère 

que: (1) soit la présence d'une infection bilharzienne peut influencer négativement le statut 

hormonal des individus infectés, (2) soit les femmes africaines rentrent en ménopause à un âge 

relativement jeune. Pour répondre à cette question, le dosage de ces 2 hormones a été envisagé 

dans le serum de sénégalaises âgées de 35 à 51 ans, mais non infectées par la schistosomiase. 

Des prélèvements (hommes et femmes de tout âge) ont déjà été récoltés à la banque de sang de 

St-Louis mais nous n'avons pas encore réalisé les dosages des hormones sexuelles. 

Néanmoins, il est reconnu qu'une infection bilharzienne est capable de déréguler la fonction 

hormonale de l'hôte; ceci sera discuté ultérieurement. 
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Un des objectifs de cette étude était d'identifier de possibles corrélations entre la présence 

sérique de ces hormones sexuelles et l'apparition d'une réponse immune anti-Sh28GST 

différente selon l'âge et le sexe des individus infectés. Nous voulions ainsi répondre à de 

nombreuses interrogations soulevées dans la discussion du chapitre précédent: 

- une forte présence de testostérone peut-elle être associée à la production d'IFNy 

spécifique observée chez les hommes (16-34 ans)? 

-la progestérone et surtout l'estradiol sont-elles prépondérantes dans la mise en place de 

la sécrétion associée de TGF~ et d'IL-10 pouvant aboutir à la production des IgA (femmes de 

plus de 35 ans)? 

Dans ces populations, le seul moyen que nous disposions a posteriori était d'effectuer des 

corrélations statistiques entre les valeurs hormonales et les différents paramètres 

immunologiques (calcul individuel des coefficients de corrélation par les tests de Kendall ou 

Spearman). Aucune significativité statistique n'a été observé. Ceci nous est apparu peu 

surprenant car la présence de ces hormones apparaît extrèmement lié à l'âge de l'individu. En 

particulier chez les femmes de plus de 35 ans, la présence de l'estradiol et de la progestérone 

apparaissent trés faible et ne corrèle donc pas aux fortes productions de TGF~, d'IL-l 0 et d'IgA 

observées. Ce manque de corrélation statistique ne remet pas en cause le possible rôle de ces 

hormones dans l'orientation de la réponse immune spécifique. En effet, la testostérone est 

toujours plus importante chez les hommes tandis que le taux d'estradiol et de progestérone est 

quoiqu'il en soit plus élevé chez les femmes. Néanmoins il nous semble intéressant et logique 

d'effectuer ces corrélations même si toute positivité statistique aurait été tout à fait "aléatoire" car 

extrèmement âge-dépendant. Ceci n'aurait en rien démontré clairement l'influence de ces 

hormones sur la réponse immune spécifique mais aurait probablement apporter de précis 

compléments d'information. Pour répondre plus précisemment à cette question, certaines 

expériences seront décrites dans un modèle animal (II.3.2). 

Le résultat du dosage de ces 3 hormones sexuelles chez des individus infectés montrent que leur 

présence est majoritaire chez les adultes, classe d'âge présentant les plus faible intensité 

d'infection (voir Fig. II.l). Nous avons effectué des corrélations statistiques individuelles entre 

le taux de ces différentes hormones et l'intensité d'infection chez les hommes ou les femmes 

(test de Kendall et Spearman). Une corrélation négative a été établie entre la présence de 

testostérone (P<0,05) ou celle de l'estradiol (P<0,05) et l'intensité d'infection. En revanche, 

aucune significativité n'a été observée pour la progestérone. 

Ces corrélations sont uniquement statistiques et semblent extrèmement âge-dépendant. 

Néanmoins, elles sont complémentaires de nombreuses données de la littérature suggérant une 

influence directe des hormones sexuelles dans le développement des schistosomes. 
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Hormones sexuelles au cours de l'infection bilharzienne: 

Les relations entre hormones et schistosomiase peuvent être décrites dans les deux sens: 

-Influence de l'infection sur le statut hormonal de l'individu infecté 

- Effet des hormones de l'hôte sur le développement du schistosome. 

Influence de l'infection sur le statut hormonal de l'hôte 
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Le taux des hormones sexuelles chez l'hôte infecté peut subir des variations importantes au 

cours de la schistosomiase. En particulier la pathologie engendrée, telle que les atteintes du 

tractus uro-génital dues à S. haematobium ou hépatique pour S.mansoni, induit une 

dérégulation hormonale importante (Wright et al., 1982; El-Ridi et al., 1987). Ainsi, une 

relation certaine existe entre cette infection et un hypogonadisme entrainant un retard dans la 

puberté et l'apparition d'une ménopause précoce. Notament, il a été montré que des hommes 

infectés montraient des signes cliniques de déficience en testostérone (Zaki et al., 1971). En 

effet, en plus d'anomalies anatomiques, certaines études suggèrent un dysfonctionement du 

système endocrinien chez des patients atteints par différentes espèces de schistosomes (Ibrahim 

et al., 1983). 

Dans des modèles animaux, l'infection par S. mansoni est capable d'inhiber la capacité 

reproductive de l'hôte en diminuant la présence des hormones sexuelles, aussi bien chez les 

mâles que chez les femelles (Skelly et al., 1994 ). Des souris mâles infectées présentent des taux 

de testostérone plus faible que des souris saines (de Mendoça et al., 2000)). Chez le rat et le 

hamster, une infection par S. mansoni induit également une diminution significative de la 

production de FSH et LH, indiquant que ce rôle inhibiteur sur la fonction génitale pourrait 

s'exercer par l'intermédiaire de l'axe hypothalamo-hypohysaire (Lansoud-Soukate et al., 1991). 

L'inhibition de la sécrétion des androgènes et estrogènes au cours d'une infection murine serait 

également induite par la forte production de f3-endorphine (Isseroff et al., 1989). 

Cependant il faut noter que certaines études dans des populations infectées par S. mansoni ne 

démontrent aucune influence "castatrice" de l'infection. Par exemple, des hommes infectés 

peuvent également présenter des taux de testostérone similaires à ceux des non-infectés (Skelly 

et al., 1994) et aucune différence du taux d'hormones sexuelles n'a été observée entre des 

femmes infectées ou non (Zaki etal., 1982). Malgré ces données contradictoires, probablement 

dues à une chronicité variable entre les différents foyers d'infection étudiés, une influence 

importante de l'infection sur une dérégulation du système hormonal de l'hôte est plus que 

probable. 

Certains auteurs suggèrent que, en plus de l'effet pathologique, cette influence pourrait 

s'exercer via la sécrétion d'hormones par le parasite même. Les composés majoritairement 

sécrétés par les schistosomes sont des stérols, les ecdystéroïdes qui sont des hormones 

essentielles dans la métamorphose du parasite et ainsi particulièrement abondantes au stade 
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pulmonaire (Nirde et al., 1984). Ces molécules sont retrouvées dans le sang et l'urine des hôtes 

parasités et il a été suggéré que ces ecdysones pourraient intervenir directement dans la 

dérégulation de l'axe hypothalamo-hypophysaire (Lansoud-Soukate et al., 1991). 

Les schistosomes sont également capables de produire des "hormones-like" utilisées pour leur 

propre développement et en particulier, des produits sécrétés par les vers mâles ont la capacité 

de stimuler la vitellogénèse des vers femelles (Shaw et al., 1977). Ceci suggère que ces 

hormones parasitaires pourraient avoir également une influence paracrine sur le développement 

du schistosome. 

Influence des hormones de l'hôte sur le développement du parasite 

De nombreuses études montrent également l'influence importante des hormones de l'hôte infecté 

sur la survie, la croissance et la maturation sexuelle du parasite. Au cours de l'infection 

humaine, une résistance à l'infection semble s'acquérir après la puberté (Fulford et al., 1998). 

Le rôle de l'immunité anti-schistosome, prépondérante chez les adultes, est bien évidemment 

essentiel dans cette résistance (voir Chapitre I); mais l'intervention directe des hormones de 

l'hôte dans le développement du parasite pourrait jouer un rôle complémentaire. En effet, le 

DHEA ou les hormones thyroïdiennes semblent influencer la maturité même du parasite comme 

ill' a été suggéré dans des modèles animaux ou chez l'homme (de Mendoça et al., 2000; Knopf, 

1982). 

Le traitement par l'estradiot ou la testostérone est capable de réduire la charge parasitaire chez 

des rongeurs infectés par S. mansoni tandis qu'aucun effet de la progestérone n'a été observé 

(Barrabes et al., 1980). De plus, il a été montré que des souris mâles présentaient une charge en 

vers adultes plus faible, donc une plus forte résistance que des femelles infectées de la même 

manière (Eloi-Santos et al., 1992). L'administration de testostérone chez des souris femelles 

avant infection induit une réduction importante du nombre de vers alors qu'aucune différence 

dans la réponse immune spécifique n'a été observée (Nakazawa et al., 1997). Ces auteurs 

montrent de plus que la castration des souris mâles induit une plus grande susceptibilité à 

l'infection. Ainsi, la testostérone pourrait jouer directement un rôle inhibiteur dans le 

développement du parasite sans agir sur l'orientation d'une réponse immune protectrice. Ces 

mêmes auteurs suggèrent ainsi l'existence chez le schistosome d'un récepteur aux hormones qui 

posséderait de forte homologie avec un récepteur aux androgènes. 

Au cours d'une étude dans une population infectée par S. mansoni, une corrélation négative a 

été observée entre le taux de testostérone sérique et l'intensité d'infection suggérant que cette 

hormone pourrait jouer un rôle important dans la résistance à l'infection (Skelly et al., 1994 ). 

Dans notre étude, nous détectons également une telle corrélation significative vis-à-vis de 

l'infection par S. haematobium mais nous ne pouvons pas écarter l'effet de l'âge. Chez les 

femmes infectées, le niveau d'estradiol corrèle négativement avec l'intensité alors que ce résultat 

n'est pas observé avec la progestérone. 
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L'ensemble de ces données indiquent donc que les honnones sexuelles pourraient jouer un rôle 

direct dans le développement et la maturité du parasite. Cet effet pourrait agir par une liaison de 

ces stéroïdes sur des homologues de récepteurs aux honnones, exprimés par le parasite comme 

il l'a été suggéré pour la testostérone mais également pour l'estradiol (Giannini etal., 1995). 

Il a été récemment décrit qu'un traitement par la testostérone semble affecté non seulement le 

développement du parasite Nippostrongylus brasiliensis chez le rat mais également la fécondité 

du parasite et la maturité des oeufs (Tiuria et al., 1997). Une régulation négative de la 

progestérone sur la fécondité de S. mansoni a également été montré en utilisant un test in vitro 

de ponte (Morrison et al., 19 86). 

Ces exemples indiquent donc que les honnones sexuelles et ainsi le statut honnonal de l'hôte 

pourraient influencer la fécondité parasitaire. L'association entre un effet anti-fécondité et 

l'inhibition de l'activité enzymatique des 28GST des schistosomes étant bien documentée (voir 

Introduction), nous avons voulu évaluer si les honnones sexuelles pourraient avoir un rôle dans 

cet effet neutralisant. 

11.2) Liaisons spécifiques entre les hormones sexuelles et la 

Sh28GST : effet sur 1 'activité enzymatique GST 

L'inhibition de l'activité enzymatique des 28GST par les anticorps spécifiques est fortement 

associée à un effet anti-fécondité du parasite caractérisé par la réduction du nombre et de la 

qualité des oeufs pondus (Capron et al., 1998). Récemment, il a été démontré que 

l'administration de la Sh28GST chez le singe induit cet effet sans affecté la charge parasitaire 

(Boulanger etal., 1999). Deplus, lareconnaissanceparlesanticorps des épitopes N (24-43) et 

C tenninal (190-211) de la 28GST, deux séquences d'acides aminés impliquées dans le site 

enzymatique, pourrait être à l'origine de cette activité neutralisante (Xu et al., 1993). 

Des expériences d'immunohistochimie et de microscopie électronique sur les vers adultes de S. 

mansoni ont montré que la Sm28GST était fortement exprimée dans les organes génitaux des 

parasites mâles et femelles (Liu et al., 1996). En effet, un marquage positif a été détecté dans les 

cellules germinales des deux sexes, les cellules vitellines des femelles et certaines cellules des 

testicules des mâles pouvant expliquer cette forte relation entre l'inhibition de la GST et l'effet 

an ti-fécondité. 

Il est bien décrit que les GST de mammifères sont impliquées dans le transport intra-cellulaire de 

nombreuses molécules, telles que les honnones (Listowsky et al., 1988). Par leur forte affinité 

de liaison, ces GST peuvent lier des glucocorticoïdes, le DHEA ou des honnones thyroïdiennes 
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et ainsi influencer leur transport, leur action et leur métabolisme (Homma et al., 1985). Ces 

GST ont aussi la capacité de se lier aux hormones sexuelles avec des affinités variables: forte 

pour la progestérone (Kd<10-6 M), modérée pour la testostérone (10-6<Kd<10-4 M) et faible 

pour l'estradiol (10-5<Kd<l0-3 M). Elles pourraient donc jouer un rôle majeur dans le transport 

intra-cellulaire et faciliter l'action physiologique de ces stéroïdes. 

Certaines hormones sexuelles sont capables d'inhiber l'activité enzymatique des GST de 

mammifères comme il l'a été démontré avec des dérivés de l'estradiol ou de la 

dehydroisoandrostérone vis-à-vis d'une GST testiculaire de rat (Aravinda et al., 1995). De plus, 

il a été démontré chez l'homme que l'expression et l'activité enzymatique de GST de colon 

étaient différente en fonction du sexe (Singhal et al., 1992). En particulier, l'administration de 

testostérone chez des souris femelles est capable d'induire l'expression d'une GST hépatique 

(Hatayama et al., 1986) alors que l'injection de progestérone et d'estrogène chez le rat réduit 

l'activité GST (Hambali et al., 1995). Ces résultats semblent dépendre de la sous classe a ou :n: 

des différentes enzymes mais soulignent l'importante relation entre les hormones sexuelles et les 

GST de mammifères. 

Pour toutes ces raisons, nous avons recherché in vitro s'il existait une liaison spécifique entre 

ces stéroïdes et la protéine Sh28GST. Dans un second temps, nous avons analysé le rôle 

fonctionnel d'une éventuelle liaison par l'étude de l'activité enzymatique de cette GST 

parasitaire. 

Les résulats présentés dans ce chapitre sont à l'origine du manuscript intitulé: "Specifie binding 

of testosterone to Schistosoma 28GST protein inhibits the Glutathione S-transferase enzymatic 

activity". 

11.2.1) Liaisons spécifiques entre la Sh28GST et les hormones sexuelles: 

Cette étude a été réalisée par 2 méthodes différentes: l'analyse de liaison spécifique par un test 

de compétition en utilisant des hormones marquées à l'Iode125 et la technologie BIACORE 

permettant un calcul fln de la constante d'affinité (collaboration avec les Docteurs Jean-Claude 

Mani et Martine Pugnière- CNRS UMR 9921 - Faculté de Pharmacie, Montpellier). 

Test de compétition de liaison: 

Nous avons mis au point cette technique en appliquant à notre modèle les méthodes couramment 

utilisées dans la recherche des liaisons récepteurs-ligands. La liaison de la testostérone, de la 

progestérone et de l'estradiol marquées à l'Iode 125 avec la protéine Sh28GST a été mesurée en 

présence de concentration d'hormones non-marquées (dit "froide") (Annexe III). Ce mélange a 

été ensuite incubé avec des IgG anti-Sh28GST préalablement fixées sur le plastique de tubes à 
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"ailette", utilisés pour la lecture de la radioactivité par un compteur y. La quantité de radioactivité 

liée a été mesurée pour chaque concentration d'hormone "froide" (0 ou 10-7 à 10-3 M) et est 

exprimée en àcpm (bruit de fond sans Sh28GST soustrait). Les valeurs représentent la 

moyenne ±SD de 3 expériences. 

Fig. 11.2 : Liaisons spécifiques entre les hormones et la Sh28GST 

t.cpm 15000 

40000 Testostérone Progestérone Estradiol 
20000 

30000 10000 

20000 
10000 T 

....... 5000 
.L -'-

10000 

0 -7 -6 -5 -4 -3 0 -7 -6 -5 -4 -3 0 -7 -6 -5 -4 -3 

Testostérone "froide" (Log M) Progestérone "froide" (Log M) Estradiot "froide" (Log M) 

Pour ces trois hormones, une importante quantité de radioactivité a été observée en l'absence 

d'hormones non-marquées (0 M) suggérant que ces 3 hormones ont la capacité de lier la 

protéine Sh28GST. A cette concentration, la valeur des cpm apparait différente pour chacune de 

ces hormones. Cette variation ne signifie probablement pas que la testostérone (àcpm=40264) a 

la capacité de se lier plus fortement à la protéine que les deux autres honnones 

(13774<àcpm<22577). En effet, cette différence peut être attribuée à l'activité totale de 

radioactivité qui était variable selon les hormones (non montré). 

En revanche, la quantité de radioactivité mesurée est fortement diminuée en présence de dose 

croissante d'hormones "froide" qui rentrent ainsi en compétition avec l'hormone marquée. Cette 

chute dose-dépendante indique que la liaison entre les honnones et la Sh28GST est spécifique 

mais nous pouvons observer que ce phénomène semble variable selon le type d'hormone. En 

effet, la compétition de liaison est observée dés l'utilisation d'une faible concentration 

d'hormone "froide" (10-7 M) pour la testostérone et la progestérone alors que cet effet ne semble 

pas être aussi prononcé avec l'estradiot. Pour ce dernier stéroïde, la présence d'une trés forte 

concentration d'hormone "froide" (10-3 M) apparait nécessaire pour obtenir une forte 

compétition de liaison alors qu'un plateau est observé trés rapidemment pour les deux autres 

hormones_ Malgré la présence de ce plateau, nous remarquons que la présence de 1 o-3 M 

d'hormones froides induit une réduction de radioactivité "liée" d'un facteur 4,5 pour la 

testostérone ( 40264 à 8934) alors que ce facteur n'est que de 2, 7 pour la progestérone (22577 à 

8303). Malgré l'impossibilité de calculer la constante d'affinité (Kd) par notre méthode, ces 

résultats semblent indiquer néanmoins l'existence d'une affinité de liaison différente entre les 

trois stéroïdes étudiées et la Sh28GST. 
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En effet, nous pouvons émettre l'hypothèse que l'affinité de liaison serait ainsi: 

testostérone > progestérone > estradiot 

146 

Pour confirmer ces résultats, nous avons utilisé la technique BIACORE qui est d'une plus 

grande sensibilité et qui pennet également la mesure fine du Kd. 

Technique BIACORE (Biacore AB, Uppsala, Suède): 

Cette technique est basée sur un phénomène optique, la résonnance plasmonique de surface 

(SPR) pennettant de détecter en temps réel l'association et la dissociation des macromolécules, 

sans nécessité de _marquage de ces molécules. Cette méthode a été utilisée pour mesurer les 

constantes d'association (~) et de dissociation (kd) pour la liaison entre la testostérone et la 

Sh28GST. Malgré de nombreux essais, les expériences avec la progestérone et l'estradiol n'ont 

donné aucun résultat car ces deux honnones n'ont pas pû être immobiliser sur la matrice ("SA 

sensor chip"). En revanche, la testostérone marquée à la biotine a été déposée et s'est 

immobilisée sur une matrice recouverte de streptavidine (50 à 100 pg/mm2
) (Annexe IV). Après 

saturation avec un large excès de biotine, plusieurs concentrations de Sh28GST (10, 20, 50, 75 

et 100 !Jg/ml) ont été prsentées (flux de 20 !J}/min) aboutissant à une phase d'association. La 

phase de dissociation fait suite au flux d'une importante quantité de Tampon HBS et les 

sensorgrammes correspondant à la liaison sont enregistrés. 

Fi K. II.3 : SensorKrammes de la liaison testostérone-Sh28GST 

Les différentes phases et concentrations de Sh28GST (!Jg/ml) sont indiquées. 
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Les données cinétiques pour chaque concentration de Sh28GST ont été calculées à partir de ces 

sensorgrammes (logiciel BIAevaluation 3.01): 

- Req: quantité de liaison observée au plateau du sensorgramme- exprimée en Unités de 

Résonnance (RU) 

- Kd=k/ka : constante d'affmité à l'équilibre. 

Comme nous pouvons le constater, l'injection de dose croissante de Sh28GST induit une 

quantité de RU de plus en plus élevée mais, après utilisation du logiciel, il apparait que les 

constantes d'association et de dissociation restaient similaires entre ces différentes 

concentrations de protéine. 

Les valeurs calculées sont présentées ci-dessous et correspondent aux résultats de l'expérience 

utilisant la Sh28GST à 10 JJg/ml. 

Req (RU) 

50 

k
8 

(1/Ms) 

3,28 x 103 

kd (lis) 

1,87 xl0-3 

Kd (M) 

5,7 x10-7 

Ces résultats confirment la spécificité de liaison entre la testostérone et la Sh28GST et cette 

technique BIACORE a permis de mettre en évidence une forte affinité de liaison comme 

l'indique la valeur trés faible du Kd. 

Après avoir démontré une liaison entre les hormones sexuelles étudiées et la protéine Sh28GST, 

nous nous sommes demandé si ces stéroïdes avaient la capacité de se lier spécifiquement aux 

trois épitopes majeurs de la 28GST et en particulier aux deux peptides impliqués dans le site 

enzymatique (aa 24-43 et 190-211). 

11.2.2) Liaisons entre les hormones et les peptides majeurs de la Sh28GST: 

De nombreuses études montrent que les séquences d'acides aminés 24-43, 115-131 et 190-211 

représentent des épitopes essentiels dans la réponse immune protectrice. En effet, la réponse 

immune dirigée contre le peptide 115-131 semble particulièrement impliquée dans la réduction 

de la charge parasitaire (Wolowczuk et al., 1991) alors que les anticorps dirigés contre les deux 

autres épitopes ont la capacité de neutraliser l'activité enzymatique 28GST (Xu et al., 1993). 

La liaison entre ces peptides et les trois hormones sexuelles a donc été évaluée par une méthode 

ELISA utilisant les hormones marquées à la péroxidase (Annexe V). Comme témoins positifs, 

nous avons réalisé ces mêmes dosages avec la protéine Sh28GST mais également avec 

l'ovalbumine (OVA), albumine sérique connue pour leurs propriétés de forte liaison aux 
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stéroïdes (Listowsky et al., 1988). Les résultats sont exprimés en ~DO après avoir soustrait la 

valeur de DO obtenue en l'absence des protéines ou des peptides. 

Fig. 11.4 : Liaisons entre les hormones et les peptides de la Sh28GST 

Testostérone Estradiol Progestérone 

o o o~~~~~~~--~ 
OV A Sb28 2443 115-131 19().211 OV A Sb28 2443 115-131 J.90.211 OV A 81128 2443 115-131 19().211 

Nous mettons en évidence la liaison testostérone-Sh28GST et estradiol-Sh28GST confirmant ce 

que nous avions précedemment observé. Pour ces 2 stéroïdes, l'utilisation de 2 techniques 

différentes nous a donc permis d'obtenir les mêmes conclusions. En revanche et contrairement 

au résultat observé précedemment (Fig. II.2), aucune liaison spécifique n'a été. détectée avec la 

progestérone. Notamment, nous ne retrouvons pas de liaison avec la Sh28GST en utilisant cette 

technique ELISA qui apparaît ainsi beaucoup moins sensible pour cette hormone que la 

technique du marquage radioactif. 

Nous pouvons remarquer que l'estradiot a la propriété de lier fortement les peptides 24-43 et 

190-211 alors que la testostérone semble lier uniquement le peptide 24-43. 

Nous avons focalisé notre attention sur la liaison entre la testostérone et les trois peptides 

majeurs de la Sh28GST et avons testé leur affinité par la technique BIACORE pour cette 

hormone. Nous avons donc réalisé une seconde expérience en triplicate et les résultats, 

exprimés en moyenne±SD, sont présentés ci-dessous: 
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Fi~. 11.5 :Liaisons entre la testostérone et les peptides de la Sh28GST 
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Cette seconde expérience confirme la forte spécificité de liaison entre la testostérone et le peptide 

24-43 avec une trés bonne reproductibilité. 

La technique BIACORE a également été utilisée où, cette fois-ci, les peptides 24-43, 115-131 

ou 190-211 étaient injectés en flux à la concentration de 10 !Jg/ml. La figure ci-dessous présente 

les sensorgrammes obtenus après soustraction de la durée de la phase d'association par le 

logiciel BIAevaluation 3.0 1. 

FiJ:. 11.6 : Senson~rammes des liaisons testostérone-peptides 
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La technique BIACORE a pû confirmer, dans notre étude, l'unique et trés forte liaison entre la 

testostérone et le peptide 24-43 avec une réponse de 81 RU. 

Les données cinétiques ont été calculées à partir de ces sensorgrammes et sont présentés dans ce 

tableau récapitulatif suivant: 

Analyte 

Sh28GST Peptide 24-43 Peptide 115-131 Peptide 190-211 

RU 50 81 5 14 

ka (1/Ms) 3.28 x 103 44 ne ne 

kd (1/s) 1.87 x w-3 3.25 x w-4 ne ne 

Kd (M) 5.7 x w-7 7.4 x w-6 ne ne 

ne: non calculable 

Les Unités de Résonnance (RU) calculées pour les peptides 115-131 et 190-211 sont trés 

faibles, ce qui ne permet pas le calcul des différentes constantes (ka, kd) En revanche, la forte 

liaison entre la testostérone et le peptide 24-43 a permis de calculer une constante d'affinité 

relativement importante (Kd=7,4 x10-6 M). 

En parallèle, des expériences d'inhibition de liaison par compétition ont été réalisées en utilisant 

des serums et des IgG purifiés de souris immunisées par ces 3 différents peptides. Aucun 

résultat probant n'a été mis en évidence lié en particulier à des difficultés techniques après 

l'illiection simultanée de ces sérums polyclonaux. 

L'ensemble de ces résultats indiquent que l'estradiol et la testostérone sont capables de lier 

spécifiquement des peptides impliqués dans le site enzymatique de la Sh28GST. Afin d'évaluer 

le rôle fonctionnel de ces liaisons à l'antigène, nous avons analysé in vitro, l'effet de ces 

stéroïdes sur l'activité enzymatique de cette protéine. 

11.2.3) Effet des hormones sexuelles sur l'activité enzymatique de la Sh28GST: 

La réaction enzymatique, catalisée par la GST, a été effectuée en présence des substrats de 

l'enzyme, le 1-chloro-2,4 dinitrobenzene (CNDB), et le Glutathion réduit, GSH (Annexe VI). 
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La Sh28GST (6 !Jg/ml en Tp KP04 50 mM, pH 6.5) est incubée sur plaques 96 puits (NUNC) 

avec 20 !Jl d'hormones à différentes concentrations (0 à 10-2 M). L'activité enzymatique a été 

mesurée à 340 nm toutes les 15 s pendant 2 min. Les résultats sont exprimés par la moyenne± 

SD (triplicate) des valeurs de L\OD/min. 

Fig. 11.7 :Effet des hormones sur l'activité enzymatique de la Sh28GST 
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Alors qu'aucun effet de l'estradiot n'a été observée, la présence de progestérone semble induire 

une trés légère inhibition de l'activité enzymatique de la Sh28GST mais cet effet est non 

significatif. En revanche, la protéine GST incubée en présence de 5x10-2 et 10-2 M de 

testostérone présente une activité enzymatique significativement plus faible (comparée à 0 M; 

test-t de Student). 

Pour confirmer ce résultat, et afin d'étendre la gamme de concentration d'hormone utilisée, nous 

avons réalisé une autre expérience en présence de concentration de testostérone comprise entre 

10-4 et 5x10-' M. 
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Fig. 11.8 :Effet de la testostérone sur l'activité enzymatique Sh28GST 
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Cette expérience indique qu'une concentration de 10-4 M de testostérone suffit pour inhiber 

l'activité enzymatique. En utilisant cette large gamme de concentration, nous montrons 

également que l'inhibition de l'activité GST par la testostérone est dose dépendante et apparait 

fortement significative à partir de concentrations de stéroïdes de 5xl0-2 M . 

L'ensemble de ces résultats indiquent que seule la testostérone a la capacité d'induire 

directement l'inhibition de l'activité enzymatique de la Sh28GST. Plusieurs autres expériences 

ont été réalisées avec les deux autres hormones sexuelles et ont confirmé l'absence de leur 

capacité inhibitrice. 

Les doses de testostérone utilisées dans ce test in vitro sont nettement supérieures à celles 

retrouvées in vivo dans le serum de mammifère (environs w -s à 10-7 M). Nous avons alors 

mesurée cette activité enzymatique GST en incubant la Sh28GST (10 J,.lg/ml) avec des serums de 

rats sains adultes des 2 sexes (n=5). L'activité apparaît plus faible en présence des serums de 

rats mâles (206,8±7,9 vs 228,5±14,4 pour les rats femelles) mais cette différence est non 

significative (P=0,08). Cet effet a été observé au cours de plusieurs expériences mais à chaque 

fois, la différence était non significative. Néanmoins, ce résultat est en faveur de l'hypothèse 

que la testostérone, à des doses physiologiques, pourrait agir directement sur l'inhibition de 

l'activité enzymatique de la Sh28GST. D'autres expériences devront être réalisées en présence 

de différentes concentrations de Sh28GST mais également en utlisant des serums humains non

infectés. 
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11.2.4) Résumé et discussion : les liaisons Sh28GST-hormones sexuelles 

pourraient elles jouer un rôle dans le développement du parasite? 

Les résultats du test de compétition montrent que les hormones sexuelles ont la capacité de se 

lier directement à la Sh28GST mais probablement avec des affinités différentes, la testostérone 

semblant présenter la plus grande affinité. Si, nous n'avons pas pu calculer la constante 

d'affinité Kd pour la progestérone et l'estradiol en utilisant la technologie BIACORE, nous 

montrons que seule la testostérone a la capacité d'inhiber l'activité enzymatique de la Sh28GST. 

Ainsi, nous avons mis en évidence une liaison de forte affinité (5xl0-7 M) et fonctionelle entre 

cette hormone et une GST parasitaire. Cette capacité de neutralisation de l'activité enzymatique 

pourrait être associée à une liaison unique de la testostérone avec 1 'un des deux peptides 

impliqué dans le site enzymatique, le 24-43. L'estradiol se lie directement aux deux peptides du 

site mais n'a aucun effet sur l'activité GST. Il semble donc que ces deux hormones sexuelles 

ont la capacité de lier le même peptide (24-43) mais sans générer la même conséquence 

enzymologique suggérant l'existence d'une différence d'affmité de liaison entre les différentes 

hormones sexuelles. 

La taille de ces hormones sexuelles (PM environs de 300 g/mol) est évidemment trés petite par 

rapport à celle de peptides de 20 acides aminés. L'hormone ne peut se fixer que sur une toute 

petite partie des peptides. La réalisation d'un "mapping" peptidique permettrait de déterminer le 

site exact de fixation et ainsi de définir précisemment les acides aminés engagés dans la liaison 

avec la testostérone et impliqués dans cette inhibition enzymatique hormone-dépendante. 

Les GST de mammifères ont la propriété de lier les hormones sexuelles et d'influencer ainsi leur 

transport et leur action (Listowsky et al., 1988). Dans notre étude, nous montrons pour la 

première fois que ces hormones ont également la capacité de se lier à une GST de parasite. Ceci 

suggère que les schistosomes pourraient être sensibles au statut hormonal de l'hôte par le biais 

de liaisons d'hormones sexuelles à leur propre 28GST, protéine particulièrement abondante 

dans le tégument et le parenchyme des vers mâles et femelles (Liu et al., 1996). 

Les souris mâles infectées présentent une charge en vers plus faible et survivent plus longtemps 

que les souris femelles (Eloi-Santos etal., 1992). Des souris mâles castrées sont également plus 

sensible à l'infection en terme de survie et l'administration précoce de testostérone au cours de 

l'infection induit une réduction du nombre de vers (Nakazawa et al., 1997). L'effet de cette 

hormone interviendrait négativement dans le développement parasitaire, au niveau des 

schistosomules immatures. Dans notre étude, la testostérone présente une liaison de forte 

affmité avec la Sh28GST et pourrait donc agir négativement sur le parasite par ce biais. Le 

mécanisme d'action de ces hormones est encore mal connue mais pourrait intervenir par une 

liaison à des récepteurs nucléaires, dans le contrôle de l'expression de gènes parasitaires (de 

Mendoça et al., 2000). Ces récepteurs nucléaires une fois activés, par la fixation de l'hormone, 
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se lient à des régions promotrices ou régulatrices de gènes cibles par leur HRE (Hormone 

Response Element), et ainsi activent ou répriment la transcription de gènes impliqués dans le 

développement du parasite. 

Le rôle de la Sh28GST dans cette cascade d'évènement n'est qu'hypothétique mais cette 

protéine pourrait faciliter le transport intra-cellulaire des stéroïdes vers leur récepteur nucléaire 

ou jouer le rôle elle-même de récepteur nucléaire. Les expériences de microscopie électronique 

indiquent que la Sm28GST se localise majoritairement dans le noyau, mais également dans le 

cytoplasme de différentes cellules parasitaires (Liu et al., 1996). Cette localisation particulière a 

également été démontré pour des OST de mammifères (Terrier et al., 1990). 

En plus d'une liaison spécifique entre les hormones sexuelles et la Sh280ST, nous montrons 

que la testostérone a la capacité d'inhiber l'activité enzymatique de la Sh280ST, probablement 

par la reconnaissance spécifique du peptide 24-43. Or, l'inhibition de la OST semble fortement 

associée à un effet anti-fécondité sur le parasite aboutissant à la réduction de nombre d'oeufs 

déposés dans les tissus. Ainsi, les hormones sexuelles pourraient avoir un rôle sur le 

développement du parasite en inhibant directement sa capacité de féconder. Cet effet direct des 

stéroïdes a précédemment été observé avec l'estradiol vis-à-vis de l'activité enzymatique d'une 

OST testiculaire de rat (Aravinda et al., 1995). 

Il semble donc que la testostérone pourrait être impliquée directement dans un mécanisme anti

fécondité. Tout d'abord, la testostérone pourrait agir sur le métabolisme du parasite, en 

particulier sur la maturation sexuelle de la femelle qui nécessite la présence du vers mâle 

(Knopf, 1982). En effet, le développement efficace du système reproducteur et de la fécondité 

de la femelle dépend des échanges de molécules entre elle et le mâle accouplé, tels que des 

nutriments, neuromédiateurs ou hormones (Ribeiro-Paes et al., 1997). Une importante quantité 

de glucose est transférée du mâle vers la femelle et apparait nécessaire non seulement à la 

capacité reproductrice mais également à la survie de celle-ci (Comford et al., 1985). Les 

hormones thyroïdiennes de l'hôte semblent également jouer un rôle primordial dans le 

développement sexuel de la femelle et dans sa capacité de ponte comme ill' a été montré chez des 

rats thyroïdectomisés puis infectés (Knopf, 1982). 

L'inhibition enzymatique de la 280ST par la testostérone pourrait jouer un rôle négatif dans ces 

mécanismes de transfert de métabolites entre les vers mâles et femelles. Nous pouvons imaginer 

d'une part que l'inhibition de cette OST chez le vers mâle, essentielle pour la détoxification du 

parasite, aboutirait à son dysfonctionement métabolique. Ceci pourrait alors diminuer sa capacité 

de transférer les molécules essentielles au vers femelles ce qui réduirait sa fécondité. Cet effet 

pourrait notamment se produire pour des substances "hormone-like" sécrétées par le mâle et qui 

sont nécessaires à la vitellogénèse dans les femelles (Shaw et al., 1977). Dans le vers femelle, la 

280ST est fortement exprimée dans l'ootype, organe nécessaire au bon développement des 

oeufs parasitaires et en prolongement de l'utérus (Porchet et al., 1994). Ces auteurs ont suggéré 
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que l'inhibition de l'activité enzymatique GST, provoquant la réduction de sa fonction 

protectrice de péroxidation anti-lipidique, pourrait induire des lésions de l'epithélium de l'ootype 

et par conséquent un dysfonctionement des mécanismes de ponte. 

Une étude a montré l'influence négative des hormones sur la ponte des oeufs de S. mansoni en 

utilisant, cette fois-ci, un test in vitro de fécondité (Morrison et al., 1986). L'originalité de cette 

expérience était d'analyser l'influence de différents stéroïdes non pas sur le développement du 

vers mais directement sur leur fécondité. Seule la progestérone et ses dérivés induisaient une 

baisse significative de la fécondité et cet effet était associé à une réduction de la tension 

musculaire des parasites. En revanche, aucun effet de la testostérone et de l'estradiol dans ce 

mécanisme n'a pu être démontré mais les doses hormonales utilisées dans cette étude étaient 

faibles (10-4 M). Dans notre étude, une forte inhibition de l'activité enzymatique de la Sh28GST 

a été observée à partir de 10·3 M de testostérone. 

Nous venons de décrire que la capacité musculaire des parasites semble être impliquée dans les 

mécanismes de fécondité. L'influence de certaines hormones sexuelles sur la fécondité pourrait 

alors s'expliquer par leur propriété à inhiber le tonus musculaire. 

Nous pouvons alors nous demander si l'inhibition de la GST par les stéroïdes et notamment par 

la testostérone ne pourraient pas intervenir dans ce phénomène. En effet, certaines GST 

semblent jouer un rôle prépondérant au niveau musculaire. Une forte présence de GST a été 

détecté dans les cellules musculaires de mamitères et leur activité enzymatique est augmentée au 

cours de la toxicité et de l'atrophie du muscle (Kondo et al., 1993; Misra et al., 1995). Chez la 

drosophile, il a été montré qu'une GST était fortement exprimée au niveau des muscles 

intervenant dans le vol, et qu'elle intervenait directement dans la contraction musculaire (Clayton 

et al., 1998). En effet, cette GST intéragit avec la troponine et cette association jouerait un rôle 

important dans la stabilité des liaisons entre les molécules de myosine. Une relation entre 

hormones sexuelles et GST musculaire a également été décrite où l'estradiol et la testostérone 

peuvent influencer l'expression d'une GST présente dans les cellules de muscle lisse chez le 

hamster (Hudson et al., 1999). 

Chez le schistosome adulte, la Sm28GST est fortement exprimée non seulement dans le 

tégument mais également dans des cellules musculaires du parenchyme et les muscles associés 

aux organes reproducteurs (Liu et al., 1996). Ceci suggère que la présence de la 28GST serait 

associée au phénomène de contraction musculaire du parasite. Il est ainsi envisageable que 

l'inhibition de son activité enzymatique entraîne un dysfonctionnement musculaire induisant la 

réduction de la fécondité. Chez la femelle, les contractions musculaires au niveau de l'ootype, 

organe où la 28GST est exprimée (Porchet et al., 1994 ), semblent intervenir dans les 

mécanismes de formation de l'oeuf (Basch et al., 1991). Mais, le mécanisme d'inhibition de la 

28GST pourrait se produire également directement sur le vers mâle qui, de part un défaut dans 

sa capacité musculaire, présenterait une dérégulation métabolique. Le mâle perdrait ainsi la 

capacité de transférer des substances nécessaires à la fécondation de la femelle. 
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Nous pouvons supposer que l'influence de la testostérone sur l'activité GST pourrait ainsi agir à 

deux niveaux: sur le métabolisme et/ou sur la tension musculaire du parasite. Pour ces deux 

actions, la conséquence serait la même : la réduction de la fécondité par une action directe des 

stéroïdes sur le schistosome par le biais de leur liaison spécifique avec la 28GST. 

Dans ce chapitre, nous avons suggéré que les hormones sexuelles pourraient jouer un rôle 

indépendant de l'immunité spécifique dans l'acquisition d'une protection contre la 

schistosomiase. Dans les populations humaines infectées, la présence des oeufs excrétés 

diminuent fortement avec l'âge et apparait trés faible chez l'adulte alors que l'infection par le 

parasite est fortement présente (Agnew et al., 1996). Ainsi, les adultes semblent présenter un 

"effet anti-fécondité" naturellement acquis au cours de l'infection et ceci est particulièrement le 

cas pour S. haematobiwn. 

Dans la première partie de ce chapitre, nous montrons que la présence des hormones sexuelles 

est maximale chez les adultes présentant une faible intensité d'infection. Ces stéroïdes pouiTaient 

ainsi jouer un rôle important dans ce mécanisme d'anti-fécondité, soit directement sur le parasite 

par leur liaison avec la 28GST, soit indirectement en orientant la réponse immune spécifique à la 

Sh28GST comme nous l'avons suggéré dans le chapitre 1. 

Suite à l'observation d'une réponse immune spécifique sexe-dépendante chez les individus 

infectés, nous nous sommes demandé si cet effet pouvait être retrouvé après des immunisations 

avec la Sh28GST. Des expériences ont alors été réalisées chez des souris mâles et femelles afin 

d'évaluer non seulement l'influence du sexe mais également des hormones sexuelles sur 

l'orientation de la réponse immune anti-Sh28GST. 
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11.3) Réponse immune anti-Sh28GST induite après immunisation 

chez la souris : effet du sexe et régulation par l'estradiot 

L'objectif premier de cette étude était d'analyser la cinétique de la réponse anticorps spécifique 

induite après immunisation par la Sh28GST de souris mâles et femelles (n=5 pour les 2 sexes). 

Dans un soucis de comparaison, nous avons réalisé un protocole de vaccination identique à celui 

adopté pour les essais cliniques "Bilhvax" de Phase la chez l'homme. Pour cela, 2 

administrations sous-cutanées de rSh28GST à 28 jours d'intervalles ont été effectuées en 

présence d'hydroxide d'alumine (alun) comme adjuvant. La Sh28GST utilisée était la protéine 

recombinante fabriquée par la société Eurogentec, utilisée pour l'administration chez l'homme 

(voir Introduction chap. IV). 

L'administration de deux doses différentes a été réalisée chez des souris OF1 non-syngéniques: 

4 !Jg/kg (environ 80 ng/souris) correspondant à une dose intermédiaire de celles administrées 

chez l'homme (lOO ou 300 !Jg) ou 40 !Jg/kg correspondant à la dose la plus faible utilisée dans 

les expériences de toxicologie chez le rat (voir Introduction chap. IV.4.5) 

Des saignées rétro-orbitales ont été réalisées et la réponse isotypique spécifique à la Sh28GST a 

été évaluée par une technique ELISA (Annexe VII). 

11.3.1) Profil de la réponse anticorps anti-Sh28GST en fonction du sexe: 

Nous avons dosé la présence des IgG 1 et IgG2a, marqueurs isotypiques des profils de type Th2 

et Thl respectivement chez la souris, mais également de l'isotype IgA, essentiel dans la réponse 

immune anti-28GST et sexe-dépendante dans les populations humaines infectées (résultats 

chapitre 1.3). Comme nous avons détecté une relative hétérogénéité entre les souris du même 

groupe, les données ne sont pas présentées en titre mais en DO obtenue pour une dilution du 

serum au 1/450 pour les IgG 1 et IgG2a et au 1/40 pour les IgA. Les résultats sont exprimés 

pour chaque groupe en moyenne ±SD des ADO (DO des souris saines soustraites pour chaque 

temps). 
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Fh:- 11.9 :Réponse anticorps anti-Sh28GST: faible dose (4 u~/k~) 

IgG2a lgA 
0 • Males NS I A 
-<1 

2 
0,4 • Femelles 

0,2 

0 

0 21 42 97 107 0 21 42 97 107 0 21 42 97 107 

t 1 Jours t 1 Jours 1 1 Jours 

Sh28GST Sh28GST 

La réponse IgG 1 spécifique apparaît dés la première administration (J21) et semble atteindre un 

plateau à partir de J42. En revanche, l'apparition des lgG2a est plus tardive et plus faible, en 

particulier pour les souris mâles. Ces 2 réponses isotypiques semblent plus fortes chez les 

femelles mais aucune différence significative n'a été détectée entre les deux sexes. A l'inverse de 

ces 2 isotypes (serum dilué au 11450), la réponse lgA spécifique est faible (serum dilué au 

1/40), n'apparaît pas chez les mâles alors qu'elle augmente avec le temps pour les souris 

femelles. Tardivement après l'immunisation (J107), une différence significative a été observée 

entre les deux sexes (test-t de Student). 

Nous avons donc montré qu'une trés faible dose de Sh28GST adjuvantée en Alum (4 ~-tg/kg; 80 

ng/souris) était capable d'induire une réponse immunitaire précoce, relativement importante et 

appartenant à un profil mixte avec une présence d'IgG 1 et d'IgG2a. La forte présence d'IgG2a 

chez les femelles nous apparaît surprenante car l'hydroxyde d'alumine est habituellement 

reconnu pour induire un profil de type Th2 (Comoy et al., 1997). Cette trés faible dose 

protéique a induit également la présence de l'isotype IgA chez les femelles soulignant la maturité 

déjà avancée de la réponse immune induite. Le principal résultat de cette expérience est 

néanmoins l'observation que la réponse spécifique est clairement sexe-dépendante et en 

particulier pour l'isotype IgA. Les isotypes lgG 1 et IgG2a semblent majoritaires chez les 

femelles mais une forte hétérogénéité entre les souris explique que cette différence soit non 

significative. 
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Nous avons évaluer si la quantité de Sh28GST administrée pouvait avoir une influence sur cette 

réponse anti-Sh28GST. 

Fig. 11.10: Réponse anticorps anti-Sh28GST: for te dose (40 ug/kg) 

lgGl lgG2a IgA 
3 

0 
NS 

A 
-<1 

2 
0,4 

0,2 

0 0 

JO J21 J42 J97 J107 JO J21 J42 J97 J107 

t t Jours t t Jours 

Sh28GST Sh28GST 

L'administration d'une dose 10 fois plus élevée (40 ~g/kg; 800 ng/souris) n'a pas induit le 

même profil de réponse en fonction du temps et du sexe. En effet, les réponses IgG 1 et lgG2a 

apparraissent plus précoce et plus importante dés la première administration (J21) et aucune 

différence n'est observée entre les souris mâles et femelles. Cet effet apparait encore plus 

marqué pour la réponse IgA car l'administration de cette forte dose a induit la production de cet 

isotype chez les mâles, contrairement à ce que nous avions observé avec la dose 4 ~g/kg. Ainsi, 

l'utilisation d'une quantité 10 fois supérieure de Sh28GST semble inhiber l'effet du sexe sur la 

réponse spécifique que nous avons observée avec la faible dose. 

Nous avons donc montré par ces deux expériences que l'administration de la Sh28GST en alum 

induit une réponse spécifique sexe-dépendante, mais uniquement en utilisant une faible dose. La 

réponse IgA anti-Sh28GST apparait supérieure chez les femelles et suggère que les hormones 

sexuelles pourraient jouer un rôle également dans l'orientation de l'immunité spécifique induite 

après vaccination. Comme nous l'avons exposé dans la discussion du chapitre 1, l'estradiot 

semble intervenir spécifiquement dans l'induction de l'isotype IgA, probablement en 

augmentant la production d'IL-l 0 et de TGF~. Pour cette raison, nous avons focaliser notre 

attention sur ce stéroïde et nous avons évalué son influence sur la réponse anticorps anti

Sh28GST chez les mêmes souris immunisées. 
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11.3.2) Effet in vivo de l'estradiol sur la réponse lgA anti-Sh28GST: 

Les souris mâles et femelles préalablement utilisées ont été partagées en 2 groupes à J 107: 

-un groupe (n=3) recevant par voie sous-cutanée une dose de 10 /-lg d'estradiol diluée 

dans du PBS (0,2 ml) 

-un groupe (n=2) ne recevant que du PBS dans les mêmes conditions. 

Ces administrations ont été réalisées pendant 3 jours consécutifs (J107 à J109) puis le 

lendemain (JllO), la Sh28GST en alum a été administrée chez toutes les souris (dose de 4 ou 40 

~-tg/kg dépendante du groupe de départ à JO). Cette nouvelle administration de la Sh28GST a été 

effectuée pour visualiser le possible effet de l'estradiol sur la réponse rappel à l'antigène. Les 

souris à J107 présentaient une réponse IgA similaire entre les 2 groupes (estradiol ou PBS) 

avant les administrations de l'estradiot 

La possible influence de l'estradiol sur les autres réponses isotypiques ne sera pas montré car 

des différences importantes étaient observées à J 107 entre ces 2 groupes. Il en est de même pour 

les souris de la dose 40 ~-tg/kg et par conséquent, les résultats présentés ci-dessous concernent 

les souris mâles et femelles immunisées avec la faible dose de 4~-tg/kg de Sh28GST. 

Fh:· 11.11 : Effet de l'administration d'estradiol (faible dose- 4 u::/kg) 

J107 J128 J135 Jl42 J156 J177 

t 
Estradioi/PBS 
+Sh28GST 

Jl07 Jl28 J135 J142 J156 J177 

t 
Estradioi/PBS 
+Sh28GST 

L'administration de l'estradiol chez les souris mâles induit une légère augmentation de la 

réponse IgA anti-Sh28GST entre J 107 et J 128 puis cette réponse spécifique se stabilise pendant 

près de 50 jours. L'injection de PBS chez les autres souris mâles n'a eu aucun effet et la 

présence de cet isotype décroît "naturellement" avec le temps. Chez les mâles, la réponse IgA est 

significativement supérieure chez les souris dérégulées par l'estradiol (test-t de Student). 
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Pour les isotypes IgGl et IgG2a, aucune différence n'a été observé entre les deux sexes (non 

montré). Chez les souris femelles, aucune différence de la réponse IgA n'est observée entre les 

groupes traités et non-traités par l'estradiol. 

Ces expériences sont préliminaires et devront être confirmées en utilisant des groupes composés 

d'un plus grand nombre de souris et en injectant à différents temps des doses plus ou moins 

importantes d'estradiot L'administration d'autres hormones sexuelles devra également être 

envisagée comme nous le développerons ultérieurement dans le chapitre "Discussion et 

perspectives". Néanmoins, cette première expérience montre que l'administration d'une 

hormone stéroïde peut réguler in vivo une réponse immune spécifique préalablement induite par 

la vaccination. 
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11.4) Discussion: hormones sexuelles et Sh28GST 

Au cours de ce chapitre, nous avons montré une relation non seulement directe entre les 

honnones sexuelles et la Sh28GST mais également indirecte entre ces stéroïdes et la réponse 

immune anti-Sh28GST. Afin de relier ces observations avec les données obtenues dans les 

populations humaines, nous avons réalisé le dosage de ces stéroïdes dans les sérums des 

individus infectés. Une présence majoritaire a été observée chez les adultes, population qui 

présente l'intensité d'infection (évaluée par le nombres d'oeufs) la plus faible malgré leur forte 

exposition au parasite. Comme il l'a été décrit au cours de l'infection par S. haematobium 

(Agnew et al., 1996), un effet anti-fécondité semble présent chez ces adultes et nous suggérons 

que la relation entre honnones sexuelles et Sh28GST pourrait y jouer un rôle suivant deux 

hypothèses. 

Tout d'abord, ces stéroïdes interviendraient directement par leur capacité de liaison à la 

Sh28GST, provoquant l'inhibition de son activité enzymatique. D'autre part, ces stéroïdes 

pourraient agir de manière complémentaire en orientant la réponse immune spécifique à la 

Sh28GST vers une réponse capable de neutraliser l'activité GST. Nos résultats préliminaires 

semblent indiquer effectivement que l'estradiol peut influencer positivement la réponse IgA 

spécifique, isotype associé à un effet anti-fécondité (Grzych etal., 1991). 

Nous montrons également que l'immunisation de souris mâles ou femelles par la Sh28GST 

(faible dose, 4 J...lg/kg) induit une réponse anticorps sexe-dépendante dont le profil isotypique 

partage des similarités avec celui observé chez les individus infectés. En effet, la réponse IgA 

apparaît dans les deux cas prépondérante dans la population féminine. La vaccination par la 

Sh28GST, évaluée chez l'animal, pourrait induire une réponse similaire à celle engendrée au 

cours de l'infection des populations humaines. Ainsi, la vaccination serait capable d'induire, en 

quelques jours, une réponse immune de type "protectrice" qui ne s'acquière naturellement qu'au 

cours de nombreuses années d'infection. 

L'immunisation des souris avec une dose 10 fois supérieure (40 J...lg/kg) semble inhiber l'effet 

du sexe. Ceci peut également se rapprocher des observations dans les populations humaines où 

nous pouvons penser que les individus sont exposés naturellement à de très faible quantité de 

Sh28GST. La stimulation du système immunitaire par une plus forte quantité d'antigène 

spécifique pourrait alors anihiler l'effet du sexe. Nous aborderons ce problème dans le chapitre 

IV, présentant l'effet du traitement par le praziquantel sur la réponse immune des hommes et des 

femmes infectés. 

Mais cette comparaison entre les réponses immunes obtenues après vaccination chez la souris et 

observées au cours de l'infection humaine ne peut être faite que pour la population féminine. En 

effet, aucune similarité n'a été observée avec les souris mâles. Malgré l'incertitude que l'isotype 
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IgG3 joue le même rôle ou soit régulé de la même manière entre la souris et l'homme, nous 

n'avons pas pu mettre en évidence de type de réponse anti-Sh28GST chez l'animal (non 

montré). 

Les hormones sexuelles pourraient ainsi jouer un rôle prépondérant dans l'effet anti-fécondité, 

par une action directe sur la Sh28GST parasitaire, et également indirecte en régulant la réponse 

immune spécifique. Cette action complémentaire aurait comme conséquence l'inhibition de 

l'activité enzymatique de la28GST. 

Nous avons voulu évaluer indirectement l'influence de ces hormones sur la réponse immune 

spécifique neutralisant l'activité enzymatique 28GST. Le chapitre III présente ainsi les relations 

entre l'immunité spécifique développée dans les populations humaines infectées et l'inhibition 

de l'activité OST, en fonction du sexe. 
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Ill) Réponses IgG3 et lgA spécifiques aux 28GST : 

rôle dans 1' immunité protectrice? 

Au cours de l'infection par S. haematobium, les IgG3 et IgA sont les isotypes majoritairement 

dirigés contre la Sh28GST et leurs présences dépendent du sexe et de l'âge des individus 

infectés (Chapitre I). La réponse immune spécifique contre la 28GST a de plus la capacité 

d'inhiber son activité enzymatique et ainsi de participer activement à la protection via un effet 

anti-fécondité. De plus, une forte homologie de séquences existe entre les 28GST des 

différentes espèces de schistosomes. Ainsi, l'administration de la Sm28GST permet de protéger 

des singes infectés par S. haematobium (Boulanger et al., 1995). De même, les anticorps IgG3 

et IgA présents chez des individus infectés par S. haematobium et spécifiques de la Sh28GST 

reconnaissent également la Sm28GST (voir !.5). 

Pour toutes ces raisons, nous avons analysé la réponse anticorps anti-Sm28GST en fonction du 

sexe des individus infectés par S. mansoni. Tout d'abord nous avons voulu évalué si la réponse 

immune dirigée contre la Sm28GST était également sexe-dépendante chez des individus infectés 

par S. mansoni. Dans un second temps, nous nous sommes demandés si les réponses IgG3 et 

IgA spécifiques pouvaient jouer un rôle prépondérant dans l'immunité protectrice anti

bilharzienne. Dans le but d'identifier son rôle dans l'immunité protectrice acquise naturellement, 

les résultats seront présentés, non plus en fonction de l'âge, mais en fonction de l'intensité 

d'infection. Le second critère pour évaluer la fonction protectrice de cette réponse spécifique a 

été de mesurer la capacité des sérums à inhiber l'activité enzymatique de la Sm28GST. 

111.1) Population étudiée et résultats parasitologiques: 

Cette étude a été réalisée en 1995 dans le village de Guidakhar situé au bord du Fleuve Sénégal, 

à 10 km de Richard-Toll. Ce foyer était récent et endémique pour S. manso ni (environ 10 ans) 

et aucune différence de prévalence et d'histoire d'exposition n'a été observée en fonction de 

l'âge et du sexe (Marguerite et al., 1999). L'intensité d'infection a été évaluée par la technique 

du Kato-Katz et les résultats sont exprimés par la moyenne géométrique du nombre d'oeufs par 

gramme de selles (EPG) à partir de 5 examens. Pour l'étude épidémiologique, la cohorte était 

composé de 155 individus infectés par S. mansoni, répartis en 4 classes d'âges comprenant un 

nombre équivalent d'hommes (n=19±2) et de femmes (n=20±1): 12-15, 16-23, 24-34 et L35 

ans. 

Les résultats parasitologiques indiquaient que l'intensité d'infection était significativement 

supérieure chez les hommes (moyenne EPG=732; valeurs individuelles de 12 à 6484) que chez 
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les femmes (moyenne EPG=180; de 4 à 3936) (P<0,01, test de Mann-Withney). Pour l'analyse 

de la réponse immune en fonction de l'intensité d'infection, nous avons classé la cohorte en 

deux groupes : faible ou forte intensité. Compte tenu de la forte différence des résultats 

parasitologiques en fonction du sexe, la valeur de séparation entre ces deux groupes d'infection 

ne pouvait être identique entre les hommes et les femmes. La moyenne géométrique des EPG a 

donc été la valeur choisie pour séparer les groupes de forte ou faible infection : respectivement, 

> ou <732 pour les hommes et> ou <180 pour les femmes. Cette délimitation est en accord 

avec les classements recommandés par l'O.M.S. (WHO/SRT n°830). 

Des prélèvements sanguins ont été réalisés puis tous les individus infectés dans le village ont été 

traités par le praziquantel (40 mg/kg). Comme conseillé par l'O.M.S., les femmes enceintes ou 

en période d'allaitement n'ont pas participé à cette étude. 

111.2) Réponse anticorps anti-Sm28GST variation en fonction du 

sexe et de l'intensité d'infection. 

La présence des anticorps spécifiques à la Sm28GST à été évàluée par ELISA (Annexe I). Les 

résultats sont présentés individuellement et/ou en moyenne arithmétique en fonction des 4 

groupes décrits plus haut et sont exprimés en ADO= ODx- ODn. ODx représente la vàleur de 

DO pour un individu infecté et ODn, la moyenne des vàleurs obtenues pour 30 sérums contrôles 

de caucasiens. Chaque ODn est donc différente entre chaque test isotypique et sa soustraction 

permet ainsi d'éliminer le bruit de fond non-spécifique pour chaque isotype. 

Tout d'abord, nous avons évalué le niveau des anticorps totaux dirigés contre la Sm28GST 

(Ig(H + L)) en fonction de l'intensité d'infection des hommes et des femmes (moyenne±SD des 

ADO). 

HOMMES FEMMES 

Intensité d'infection (EPG) Forte (> 732) Faible ( <732) Forte (> 180) Faible ( < 180) 

n 40 36 43 36 

Age moyen 26 (12-66) 31 (12-72) 23 (12-61) 30 (12-58) 

lg(H+L) anti-Sm28GST 1,03 ± 0,60 1,07 ± 0,66 0,97 ±0,49 0,86 ± 048 

vàleur P (Mann-Withney) 0,323 (NS) 0,204 (NS) 
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Comme l'indique ce tableau, aucune différence dans la réponse Ig totale contre la Sm28GST n'a 

été observée entre les 2 groupes d'intensité d'infection, aussi bien chez les hommes que chez les 

femmes. 

Dans un second temps, nous avons évalué la capacité des sérums à inhiber l'activité 

enzymatique de la Sm28GST en fonction de l'intensité d'infection et du sexe (Fig. III.l). Ce 

test in vitro consiste à mesurer l'activité enzymatique de la Sm28GST (à 4 !Jg/ml) en présence 

de 20 1-11 de sérum d'un individu infecté (Annexe VIII). Les résultats sont exprimés en 

pourcentage d'inhibition qui est calculé en comparant l'activité GST d'un sérum infecté avec 

celle mesurée dans 30 sérums de caucasiens non-infectés. Les résultats représentent la moyenne 

et la valeur individuelle du pourcentage d'inhibition dans chaque groupe. 

Fil:· 111.1 : Inhibition de l'activité enzymatique de la Sm28GST 

en fonction de l'intensité d'infection 
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Contrairement à la réponse totale anti-Sm28GST, la capacité des sérums à neutraliser l'activité 

GST est différente en fonction de l'intensité d'infection que ce soit chez les hommes ou les 

femmes. En effet, la moyenne est significativement supérieure dans les groupes présentant une 

faible intensité d'infection comparativement aux groupes à forte intensité. Cet effet n'apparaît 

pas différent entre les hommes et les femmes et semble indiquer l'importance de l'inhibition de 

l'activité 28GST dans l'effet anti-fécondité pour les 2 sexes. 

L'intensité d'infection est mesurée ici par le nombre d'oeufs présents, ce qui ne reflète pas la 

charge parasitaire. Il aurait été intéressant ainsi de doser la présence des antigènes circulants 

(CAA) afin d'évaluer si les deux groupes d'intensité différente en oeufs ne présentaient pas une 

charge parasitaire similaire. Néanmoins, des données épidémiologiques dans ce foyer indiquant 

que la prévalence et l'histoire d'exposition sont similaires en fonction de l'âge et du sexe 
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(Stelma et al., 1993). Alors que la réponse anticorps totale anti-Sm28GST est identique entre les 

groupes d'intensité, l'inhibition enzymatique est elle prépondérante dans les groupes présentant 

un faible nombre d'oeufs. Ceci pourrait indiquer l'existence d'un effet anti-fécondité lié à cette 

cette inhibition dans les populations exposées. Un profil isotypique anti-28GST particulier 

pourrait donc jouer un rôle prépondérant dans la protection "naturelle" alors que la réponse 

spécifique totale est identique entre les 2 groupes d'intensité. Nous avons ainsi évalué les 

réponses IgG3 et IgA spécifiques à la Sm28GST en fonction des mêmes groupes d'intensité 

d'infection (Fig. III.2). 

Fia. 111.2 ; I&G3 et lgA anti-Sm28GST en fonction de l'intensité d'infection 
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Tandis qu'aucune différence dans la réponse IgG3 n'a été observée chez les femmes entre les 2 

groupes, elle est significativement plus élevée chez les hommes présentant une faible intensité 

d'infection. La réponse IgA, quant à elle, est prépondérante chez les femmes dans le groupe de 

faible infection. La réponse IgE, autre isotype majoritaire vis-à-vis de la Sh28GST (voir 1.2), a 

également été analysée mais aucune différence statistique entre les groupes n'a été mis en 

évidence. 
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Nous avons voulu évaluer ensuite si ces réponses IgG3 et IgA spécifiques pouvaient intervenir 

directement dans l'inhibition de l'activité enzymatique de la Sm28GST. Le test statistique de 

Kendall a été utilisé pour définir les corrélations individuelles entre la présence de ces réponses 

spécifiques et l'activité neutralisante. La valeur r du coefficient de corrélation est indiquée ainsi 

que la significativité statistique. 

Fh:· 111.3 : Corrélations entre réponses IgG3 et lgA et inhibition enzymatique 
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Une corrélation positive et significative est mise en évidence, pour les hommes du groupe de 

faible infection, entre la réponse IgG3 anti-Sm28GST et le pourcentage d'inhibition de l'activité 

Sm28GST. Chez les femmes faiblement infectées, l'apparition de l'inhibition enzymatique est 

quant à elle positivement corrélée avec la présence des IgA spécifiques. 

Chez les hommes, nous montrons ainsi que la réponse IgG3 est non seulement majoritaire mais 

également corrélée avec l'inhibition de l'activité Sm28GST dans le groupe de faible infection. 

Aucune corrélation positive n'a été détectée dans le groupe de forte intensité et ceci pour les 

deux sexes. 

La significativité des ces corrélations a été confirmée par une analyse multivariée dans laquelle 

l'inhibition de la Sm28GST repésentait la variable dépendante et les taux d'anticorps 

spécifiques, les variables indépendantes (non montré). 

111.3) Réponses lgG3 et lgA dirigées contre les peptides N et C 

terminaux impliqués dans le site enzymatique de la Sm28GST: 

Comme nous l'avons présenté dans les chapitres précédents, la capacité des anticorps 

spécifiques à inhiber l'activité de la OST dépend de la reconnaissance des épitopes N (10-43) et 

C (190-211) terminaux composant le site enzymatique des 28GST. Cet effet a été démontré 
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dans de nombreuses expériences chez l'animal mais peu de résultats sont connus chez l'homme 

infecté. Nous avons donc évalué les réponses IgG3 et IgA spécifiquement dirigées contre les 

peptides 10-43 et 190-211 en fonction de l'intensité d'infection et du sexe. Ces séquences 

d'acides aminés sont dérivés de la structure primaire de la Sm28GST et ont été synthétisées par 

le groupe du Prof. A. Tartar (Chimie des Biomolécules, Institut Pasteur de Lille). Les résultats 

sont exprimés individuellement et en moyenne pour chaque groupe précédemment décrit (Fig. 

III.4 et III.5). 

FiK. 111.4 : Réponses IKG3 spécifiques des peptides 10-43 et 190-211 
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Nous mettons en évidence l'existence d'une réponse IgG3 spécifique aux deux peptides chez 

des individus infectés. Chez les hommes, la moyenne des IgG3 dirigés contre le 10-43 semble 

plus élevée dans le groupe faiblement infecté mais cette différence demeure non significative. 
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Fi&. 111.5: Réponses I&A spécifiques des peptides 10-43 et 190-211 
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Une forte réponse lgA spécifique du peptide 10-43 est observée chez les hommes mais sans 

aucune différence entre les deux groupes d'intensité. En revanche chez les femmes et 

contrairement à la reconnaissance du peptide 10-43, une différence significative dans la réponse 

lgA anti 190-211 a été détectée entre les groupes d'intensité d'infection différente. 

L'ensemble des résultats sur la réponse épitopique indique donc que seule la réponse lgA 

spécifique au peptide 190-211 varie en fonction de l'intensité d'infection et est prépondérante 

chez les femmes présentant une faible intensité. Comme pour la reconnaissance de la protéine 

entière, nous avons effectué des tests de corrélation statistique entre ces réponses épitopiques et 

l'inhibition de l'activité Sm28GST. Aucune significativité n'a été observée pour la réponse 

IgG3 mais nous avons pu néanmoins mettre en évidence une valeur positive du coefficient de 

corrélation (r= +0,200) pour la réponse vis-à-vis du peptide 10-43 chez les hommes du groupe 

de faible intensité. Les valeurs des coefficients pour la réponse IgA sont présentées en figure 

111.6. 
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Fig. 111.6 ; Corrélations entre lgA anti-peptides et inhibition enzymatique 
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Aucune corrélation statistique n'est observée pour le peptide 10-43. En revanche, la réponse 

IgA anti 190-211 est positivement corrélée (P<0,05) avec l'inhibition de l'activité enzymatique 

de la Sm28GST uniquement chez les femmes faiblement infectées. 

La significativité des ces corrélations a été confirmée par une analyse multivariée dans laquelle 

l'inhibition de la Sm28GST repésentait la variable dépendante et le niveau des réponses 

épitopiques. la variable indépendante (non montré). 

Contrairement à l'isotype IgG3, nous avons donc mis en évidence que la réponse IgA chez les 

femmes est épitope-dépendante dans sa fonction neutralisante. Dans la population masculine, 

aucune relation n'a pu être observée statistiquement entre les réponses épitopiques et 

l'inhibition. 

L'inhibition de l'activité enzymatique !gA-dépendante chez les femmes semble donc liée à la 

reconnaissance de l'épi tope 190-211 tandis que la fonction neutralisante des IgG 3. observée 

chez les hommes vis-à-vis de la protéine totale, ne semble pas faire intervenir l'un de ces deux 

peptides associés au site enzymatique. 
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111.4) Résumé et discussion : Importance et spécificité épitopique 

des réponses lgG3 et lgA anti-Sm28GST dans 1 'immunité 

protectrice 

Cette étude avait pour objectif d'évaluer la réponse IgG3 et IgA anti-Sm28GST acquise 

naturellement au cours de l'infection par S. mansoni. Chez des patients infectés par S. 

haematobiwn, nous avions précédemment montré que ces 2 réponses isotypiques anti

Sh28GST étaient dépendantes du sexe des individus infectés. Nous confirmons ce résultat dans 

le cas d'une autre infection bilharzienne mais nous montrons, en plus, que ces isotypes 

pourraient jouer un rôle prépondérant dans l'immunité protectrice. 

En effet, l'inhibition de l'activité enzymatique GST est supérieure dans le groupe de faible 

intensité d'infection comparativement à celui de forte intensité, et ceci aussi bien chez les 

hommes que chez les femmes. Au contraire, la réponse Ig(H + L) anti-Sm28GST ne varie pas en 

fonction de l'intensité d'infection pour les deux sexes, indiquant que la réponse Ac contre la 

Sm28GST, prise dans sa totalité, ne semble pas intervenir dans la neutralisation de l'activité 

enzymatique. Ce résultat suggère la participation spécifique d'isotypes. En effet, nous montrons 

une forte association entre l'inhibition de la GST et la présence des IgG3 et IgA spécifiques chez 

les individus faiblement infectés. Cette association apparaît cependant dépendante du sexe des 

individus. La réponse IgG3 anti-Sm28GST est majoritaire et est positivement corrélée avec 

l'inhibition chez les hommes faiblement infectés alors que cet effet est lié à la réponse IgA chez 

les femmes. Ces 2 isotypes spécifiques pourraient donc jouer un rôle similaire dans l'activité 

neutralisante et ainsi dans l'immunité protectrice acquise naturellement au cours de l'infection. 

Une telle association entre les IgG3 et IgA dirigés contre une GST parasitaire a déjà été montré 

au cours de l'infection humaine par Onclwcerca volvulus (Salinas et al., 1996). De plus, ces 

auteurs indiquent que ces 2 isotypes anti-GST (Ov24) et plus particulièrement les IgG3 

pourraient jouer un rôle prépondérant dans l'immunité protectrice contre cette filariose mais 

aucune analyse en fonction du sexe n'a été effectuée. 

Cette fonctionnalité de la réponse immune spécifique dépend non seulement du sexe des 

individus infectés mais également de la reconnaissance des épitopes impliqués dans le site 

enzymatique. En effet, les réponses IgG3 et IgA dirigées contre les peptides 10-43 et 190-211 

semblent sexe-dépendantes mais ne sont pas toutes associées à l'inhibition enzymatique. Chez 

les hommes, aucune différence significative entre les groupes d'infection et aucune corrélation 

statistique avec l'inhibition n'ont été mises en évidence pour ces réponses épitopiques. 

Néanmoins, la moyenne des IgG3 anti 10-43 semblait plus importante dans le groupe des 

hommes faiblement infectés dans lequel un coefficient de corrélation positif et non négligeable 

(r=+0,2) était observé entre cette réponse et l'inhibition de la Sm28GST. Malgré l'absence de 
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significativité, nous pouvons suggérer que la reconnaissance de ce peptide par les IgG3 pourrait 

jouer un rôle dans l'inhibition de la OST. Evidemment, la participation d'autres épitopes, 

impliqués ou non dans le site enzymatique, est également envisageable. Néanmoins, nous 

démontrons que l'isotype IgG3 dirigé contre l'ensemble de la protéine joue un rôle dans la 

neutralisation de la Sm28GST chez les hommes infectés. 

Chez les femmes, non seulement les IgA spécifiques interviennent dans l'inhibition mais 

particulièrement les IgA dirigés contre le peptide 190-211. En effet, nous montrons la 

prépondérance de cette réponse épitopique et sa corrélation significative avec l'inhibition GST 

chez les femmes faiblement infectées. 

Ce résultat confirme les observations décrites précédemment dans des modèles animaux 

associant inhibition enzymatique et reconnaissance du peptide 190-211 (Xu et al., 1993). Nos 

résultats montrent pour la première fois que cette association appamît !gA-dépendante et que les 

IgA dirigés contre l'épitope 190-211 pourraient jouer à elles seules un rôle prépondérant dans 

cet effet neutralisant et donc intervenir dans les mécanismes d'anti-fécondité. 

Au vu de l'ensemble de ces résultats, nous pouvons suggérer une différence dans l'affinité ou la 

spécificité de certains isotypes pour ces peptides. Notamment l'isotype IgA reconnaîtrait 

particulièrement l'épitope 190-211 alors les IgG3 auraient une affinité plus importante pour le 

10-43. Mais nous ne pouvons pas écarter la participation d'un autre épitope non identifié et 

n'appartenant pas au site enzymatique. Pour les IgG3, il a été en effet montré dans une 

population infectée au Kenya que la séquence 140-153 était un épitope majeur (Auriault et al., 

1990) mais aucune étude n'a été réalisée pour démontrer l'omportance de ce peptide dans 

l'activité enzymatique de la GST. 

De plus, la réponse épitopique est variable en fonction du sexe des individus infectés et 

l'association entre les IgA anti 190-211 et l'inhibition de la Sm28GST n'est observée dans la 

population féminine. La maturité de la réponse immune spécifique à la Sm28GST semble ainsi 

être différente entre les hommes et les femmes, comme nous l'avons observé au cours de 

l'infection par S. haematobiwn (chapitre I). Un profil de production de cytokines différent selon 

le sexe et le rôle des hormones stéroïdes dans l'orientation de la réponse immune spécifique 

pourraient jouer un rôle prépondérant dans ce phénomène, comme nous l'avons exposé 

précédemment (I.4 et I.6). 

Dans le chapitre I, nous avions démontré que cette réponse sexe-dépendante était observée vis

à-vis de la Sh28GST alors qu'aucune différence n'était détectée dans l'immunité dirigée contre 

les antigènes totaux (SEA). Dans l'étude sur l'infection S. mansoni, l'évaluation de la réponse 

anti-SEA ou anti-SW AP n'a pas été effectuée mais nous avons analysé la réponse immune 

spécifique à la KLH (Keyhole Limpet Haemocyanin). En effet, cet antigène partage un épitope 

carbohydrate commun avec la GP38 de S. mansoni (Grzych et al., 1987) et il a été démontré 

que l'immunité induite par son administration chez le bétail infecté par S. bovis provoquait une 
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réduction du nombre des oeufs déposés dans les tissus (Bushara et al., 1993). Les réponses 

IgG3 et plus particulièrement IgA anti-KLH ont été majoritairement observées dans les groupes 

de faible intensité d'infection pour les deux sexes mais aucune différence statistique n'a été 

détectée par comparaison avec le groupe de forte intensité (non montré). Malgré l'absence de 

significativité, ce résultat suggère que ces réponses isotypiques dirigées contre la KLH 

pourraient également prendre part dans l'immunité protectrice mais aucune réponse sexe

dépendante n'a été détectée pour ces deux isotypes. La variation des isotypes IgG3 et IgA en 

fonction du sexe semble donc un événement spécifique à l'antigène 28GST. 

La variabilité de la réponse immune en fonction du sexe a donc été observée vis-à-vis de la 

Sh28GST et de la Sm28GST chez des individus infectés, mais avant toute chimiothérapie par le 

praziquantel. Or, comme nous l'avons décrit dans l'introduction générale, ce traitement 

provoque un relarguage massif d'antigènes suite à la destruction du vers et ainsi induit une 

stimulation importante de la réponse immunitaire anti-parasitaire. Nous avons alors évalué 

l'effet de ce traitement sur la réponse immune spécifique à la 28GST et les résultats sont 

présentés dans le chapitre IV. 
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IV) Effet du traitement par le praziquantel sur 

l ' · t t· d 1 , · , ·r· , 1 orien a 1onea reponse Immune spec1 1que aa 

Sb28GST: 

De nombreuses études montrent l'importance de la réponse humorale de l'hôte dans l'efficacité 

du traitement par le praziquantel (PZQ). En effet, chez des souris infectées par S. mansoni, 

l'effet du PZQ est augmenté après le transfert passif d'un sérum de lapin immunisé par du 

SWAP (Doenhoff et al., 1987) ou après la vaccination par des antigènes de membrane (Fallon et 

al., 1995). L'efficacité du PZQ etst à l'inverse diminuée chez des souris ne possédant pas de 

cellules Tou B (Sabah et al., 1985; Brindley et al., 1987). 

Au cours de l'infection humaine, l'efficacité de la chimiothérapie est réduite dans des foyers de 

récente infection, populations qui n'ont pas encore développé une immunité anti-parasitaire 

importante (Stelma et al., 1995). L'efficacité curative du PZQ est variable selon les individus ce 

qui pourrait être associé à une différence dans leur statut immunitaire (Fallon et al., 1992). 

De plus, le traitement par le PZQ induit une variation de la réponse immune anti-parasitaire de 

l'hôte infecté, particulièrement en accélérant et en orientant le développement de la réponse 

immune acquise au cours de l'infection par S. haematobiwn (Mu tapi et al., 199 8). Le traitement 

au PZQ associé à une réponse immune anti-parasitaire semble ainsi augmenter l'efficacité 

protectrice par un effet synergique. 

Dans notre laboratoire, Loïc Dupré et al. ont démontré chez des souris infectées par S. mansoni 

le fort potentiel protecteur de la vaccination par la Sm28GST combinée à un traitement par le 

PZQ (Dupré et al., 1999). Ce double traitement augmente la survie de ces animaux, par 

comparaison aux souris n'ayant reçu que la vaccination ou le traitement au PZQ. Cette 

association prévient également le développement de la pathologie en réduisant fortement le 

nombre d'oeufs déposés dans les tissus. De plus, l'inhibition enzymatique de la Sm28GST est 

fortement augmentée après l'administration du PZQ chez les souris préalablement immunisées et 

reste associée à l'apparition de la réponse IgA. Ces phénomènes sont liés aux mécanismes 

d'action du PZQ qui démasque la Sm28GST à la surface du vers. 

Ces résultats, obtenus dans un modèle animal, nous ont amené à évaluer si cet effet de la 

chimiothérapie sur la réponse immune spécifique pouvait être retrouvé dans les populations 

infectées par S. haematobiwn. Cette étude pré-clinique devait également apporter certaines 

informations avant les futurs essais cliniques de Phase II effectués chez des individus infectés 

par S. haematobium (Introduction chap. N.4.5). En effet, pour des raisons éthiques mais 

également d'efficacité vaccinale, les administrations de la Sh28GST sont précédées ou suivies 

par le traitement au PZQ. 



Résultats IV 176 

IV .1) Population étudiée et paramètres d'infection: 

L'effet de la chimiothérapie a été évalué en comparant les résultats immunologiques obtenus 

avant, 5 semaines et 6 mois après le traitement au PZQ de la population du village d'Ourou

Madiou, précédemment décrite dans le chapitre I.l. 

Les résultats de la prévalence d'infection dans la cohorte, mesurée par la détection des oeufs 

dans les urines après filtration urinaire, étaient les suivants: 

Avant traitement (n=108): 100%- date de prélèvements: avrilZjuin 1996 

5 semaines après PZQ (n=102): 20% -date de prélèvements: juillet 1996 

6 mois après PZQ (n=77): 32,5%- date de prélèvements: décembre 1996 

Nous pouvons constater que le traitement par le PZQ a induit une forte baisse de la prévalence 

d'infection à 5 semaines suivie d'une légère augmentation entre 5 semaines et 6 mois. Pour les 

deux dates après le traitement, l'intensité d'infection exprimée en moyenne géométrique était très 

faible chez les individus trouvés positifs (5 semaines: 1,1 oeufs/lü ml d'urine - 6 mois: 1,023). 

De plus, la majorité des individus positifs étaient des enfants de la classe d'âge 8-15 ans: 60,8% 

des individus positifs à 5 semaines et 56% à 6 mois. 

Les résultats observés 5 semaines après traitement indiquent donc une importante efficacité de la 

chimiothérapie en particulier chez les adultes. La faible évolution de la prévalence observée entre 

5 semaines et 6 mois après PZQ pouvait suggérer que la réinfection parasitaire était relativement 

faible au cours de cette période. Or, une étude malacologique effectuée dans des villages situés à 

proximité d'Ourou-Madiou a montré la forte transmission de S. haenultobium de juillet à 

novembre 1996 (Shaw etal., 1999). Cette forte transmission, spécifique au mollusque Bulinus 

senegalensis, est donc présente dans ce foyer d'infection au cours de notre étude après le 

traitement. 

Nous avons voulu confirmer ou infirmer ces résultats en évaluant la charge parasitaire par le 

dosage sérique des antigènes circulants à 6 mois (CAA, Annexe IX). Les résultats de ce test 

indique tout d'abord que 78% des enfants (8-15 ans) et 30% des adultes sont trouvés positifs 6 

mois après le traitement. Nous avons classé ces données en fonction de l'infection mesurée en 

oeufs dans les urines (Filtration Urinaire, FU): 60% des individus FU+ présentaient également 

un test CAA positif mais 30% des individus FU- étaient cependant positifs en CAA et donc 

infectés. Ce dernier résultat était particulièrement observé chez les adultes. Ces données 

cumulées à celles des FU montrent que les individus infectés à 6 mois représentent 52% de la 

population et non plus 32,5% initialement détecté par la prévalence. Il faut préciser que ce test 

CAA est prévu pour détecter des antigènes circulants de S. mansoni et ne pourrait donc pas être 

très sensible pour S. haematobium . En effet, il a été montré que la sensibilité de ce dosage dans 

le sérum pouvait varier de 31 à 76 % selon le foyer d'infection à S. haematobium (De Clercq et 
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aL, 1997). Une positivité encore plus importante aurait pu être observée si nous avions pu doser 

le CAA spécifique de S. haematobiwn. 

L'ensemble des données parasitologiques (oeufs et CAA) mais surtout l'observation des 

résultats malacologiques dans ce foyer suggèrent que les enfants mais également les adultes sont 

exposés au parasite entre 5 semaines et 6 mois après le traitement au PZQ. Cependant l'intensité 

de réinfection semble très faible dans ce foyer. Ceci pourrait expliquer le fait que la plupart des 

adultes ne sont pas détectés positifs, non seulement en terme d'oeufs dans les urines mais 

également après le dosage de CAA non spécifique de l'espèce. 

IV .2) Effet du traitement par le PZQ sur la réponse humorale anti

Sh28GST : population totale 

Pour deux raisons principales, ce chapitre présentera les résultats obtenus uniquement chez les 

adultes. Premièrement, nous avons montré que les adultes, contrairement aux enfants, 

présentaient une réponse anticorps anti-Sh28GST avant le traitement anti-bilharzien. 

Deuxièmement, cette réponse immune spécifique est dépendante du sexe des adultes infectés 

avec une variation pour les isotypes IgG3 et IgA (Chapitre I). Les données sur la population 

adulte permettra ainsi d'évaluer l'effet du traitement sur la réponse immune spécifique 

"existante" au cours de l'infection mais également de comparer cet effet chez les hommes et chez 

les femmes qui présentent un profil immunitaire différent. Les résultats immunologiques chez 

les enfants seront présentés dans le chapitre V. 

L'évaluation des réponses isotypiques a été réalisée dans une population composée de 49 

adultes (~16 ans) qui ont participé à l'ensemble de l'étude: prélèvements avant, 5 semaines et 6 

mois après le traitement au PZQ. 

La présence des anticorps spécifiques à la Sh28GST a été évaluée par ELISA (Annexe I). 

Les résultats sont présentés individuellement et en moyenne arithmétique et sont exprimés en 

.1\00= ODx- ODn. ODx représente la valeur de DO pour un individu infecté et ODn, la 

moyenne des valeurs obtenues pour 30 sérums contrôles de caucasiens. 

Pour la comparaison des moyennes dans ce chapitre, les tests statistiques ont été réalisés en 

utilisant le test de Wilcoxon sur données appariées. 
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Fig. IV.l :Réponse isotypique anti-Sh28GST- population totale adulte 
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Aucune variation significative dans le temps n'a été observée pour les isotypes IgG 1, IgG2, 

IgG4. La réponse IgE est significativement différente entre 5 semaines et 6 mois après 

traitement. Les réponses IgG3 et lgA spécifiques sont significativement supérieures 5 semaines 

après le traitement, comparativement aux données observées avant le traitement. La comparaison 

entre 5 semaines et 6 mois montrent une baisse significative de la réponse lgG3 revenue à son 

niveau de base alors que le niveau des lgA reste élevé. 

Ces résultats montrent que seules les réponses lgG3 et lgA sont régulées par le traitement par le 

PZQ. En effet, l'influence propre du PZQ (comparaison avant et 5 semaines après PZQ) génère 

l'augmentation des deux réponses isotypiques. Par contre la régulation isotypique semble 

différente lorsque nous comparons les données entre 5 semaines et 6 mois après le traitement. 

Ce dernier effet pourrait être induit par la probable réinfection parasitaire favorisant uniquement 

la stabilité de la réponse IgA. 
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Pour la suite de l'étude, les résultats seront donc présentés en fonction de ces deux phénomènes: 

- Effet du traitement par le PZQ : comparaison avant - 5 semaines 

- Effet d'une réinfection : comparaison 5 semaines - 6 mois 

IV .3) Effet du traitement par le PZQ sur les réponses lgG3 et lgA 

anti-Sh28GST en fonction du sexe: 

Nous avions montré avant chimiothérapie, que le profil immunitaire spécifique à la Sh28GST 

était différent selon le sexe des individus infectés (chapitre I). Nous nous sommes alors 

demandé si l'effet du traitement par le PZQ pouvait être différent entre les hommes et les 

femmes. Ceci revenait à évaluer l'effet du PZQ sur une réponse immune spécifique présentant 

des différences avant traitement. 

Pour cette étude, la cohorte était composée de 22 hommes et 27 femmes présentant, avant 

traitement, une intensité d'infection identique (hommes: 4,06 et femmes: 4,35 oeufs/lü ml 

d'urine). 

Comme nous l'avons décrit pour la population totale, aucun effet du traitement n'a été observé 

pour les réponses IgG 1, IgG2 et IgG4 anti-Sh28GST chez les hommes et chez les femmes et 

ceci quelque soit les comparaisons entre avant le traitement, 5 semaines et 6 mois après PZQ 

(non montré). La réponse IgE est quand à elle significativement inférieure à 6 mois 

comparativement à 5 semaines et ceci pour les deux sexes étudiés séparemment (P<0,05). 

Après la démonstration de l'importance des réponses IgG3 et IgA spécifiques avant le traitement 

et de leur présence sexe-dépendante (voir chapitres I et III), nous avons focalisé notre attention 

sur l'évolution de ces deux isotypes après le traitement des hommes et des femmes. Ces 

résultats sont présentés aux Fig. IV .2 et IV .4 et sont exprimés individuellement et en moyenne 

arithmétique pour chaque groupe. La variation de la moyenne 5 semaines après PZQ est 

également indiquée en chiffre. 
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Fia:. IV.2 :Effet du traitement par le PZO en fonction du sexe 
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Avant le traitement, nous retrouvons pour l'ensemble des adultes (n=49), les variabilités que 

nous avions précédemment décrite en fonction du sexe: réponse lgG3 majoritaire chez les 

hommes (1,09±1,04 vs 0,62±0,61) et IgA prépondérante chez les femmes (0,44±0,5 vs 

0,25±0,28). Ces différences avant traitement ne sont pas significatives (lgG3: P=0,058; lgA: 

P=0,122) car les deux classes d'âge précédemment décrites (16-34 et ;?:35 ans) ont été 

regroupées dans cette nouvelle étude. Pour rappel, nous avions démontré dans cette même 

cohorte que les réponses lgG3 et IgA étaient significativement différentes en fonction du sexe 

uniquement pour une classe d'âge particulière chez les adultes (lgG3 pour 16-34 ans et IgA 

pour ;?:35 ans, voir Fig. 1.3). 
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Cinq semaines après traitement une augmentation significative est observée pour la réponse IgA 

chez les hommes alors que la réponse IgG3 reste stable. L'augmentation de cet isotype apparaît 

homogène dans la population masculine où la moyenne est multipliée par un facteur supérieur à 

2. Pour la population féminine, les réponses IgG3 et IgA augmentent significativement 5 

semaines après le traitement mais ceci apparaît moins homogène que l'augmentation des IgA 

observée chez les hommes. 

La Fig. IV.3 montre de façon plus claire encore l'effet important du traitement sur la réponse 

IgA chez les hommes. 

Fh:.IV.3; Effet du traitement sur la réponse laA (en moyenne) 
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Cette figure montre que le traitement a non seulement induit une augmentation de la réponse IgA 

pour les deux sexes mais semble également "abolir" la différence sexe-dépendante de la réponse 

immune acquise observée avant traitement. Ce même résultat est obtenu pour la réponse lgG3 

qui devient donc comparable entre les hommes et les femmes 5 semaines après le traitement. 

Le traitement par le PZQ régule donc différemment la réponse immune anti-Sh28GST en 

fonction du sexe, bien que les hommes et les femmes présentaient une intensité d'infection 

similaire. En effet, l'influence du PZQ est prépondérante sur l'isotype IgA chez les hommes, 

population qui présentait une faible réponse IgA spécifique avant le traitement. A l'inverse, la 

chimiothérapie ne semble avoir aucun effet sur la réponse IgG3 qui était déjà relativement 

importante avant traitement pour cette population masculine. 

Par contre chez les femmes, les deux isotypes sont augmentés modérément. 

Après avoir analysé l'effet du traitement, nous nous sommes intéressé à la réexposition au 

parasite et ananlysé son influence selon le sexe des individus infectés. Nous avons donc 

comparer les résultats des réponses IgG3 et IgA anti-Sh28GST entre 5 semaines et 6 mois après 

le traitement. 
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Fi::. IY.4; Effet de la réinfection en fonction du sexe 
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La réponse lgG3 anti-Sh28GST est significativement inférieure 6 mois après le traitement chez 

les hommes et chez les femmes. Mais cet effet apparaît individuellement plus homogène chez les 

femmes que chez les hommes. A l'inverse, aucune différence significative n'est observée pour 

la réponse lgA chez les deux sexes. 

Au cours de cette période, l'effet du traitement apparaît similaire en fonction du sexe des 

individus infectés : la réponse lgG3 anti-Sh28GST chute alors que la réponse IgA reste stable. 
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L'ensemble de ces résultats a montré que le traitement par le PZQ suivi d'une période 

d'exposition induit la régulation des réponses IgG3 et IgA spécifiques. Nous avons voulu alors 

évalué la conséquence de ces deux effets sur la balance entre ces deux isotypes en comparant les 

résultats entre avant et 6 mois après traitement. Le rapport IgNigG3 spécifique pour chaque 

individu a été calculé. Ces résultats sont présentés en moyenne pour chaque groupe et 

l'augmentation de la moyenne 6 mois après traitement est indiqué. 

Fia. IV.5: Effet PZO + réjnfection: Rapport individuel IaAJiaG3 

Hommes Femmes 
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Chez les femmes, les deux effets cumulés ne semblent pas influencer la balance isotypique 

IgNigG3. A l'inverse pour les hommes, la régulation isotypique est largement en faveur de la 

réponse IgA après traitement et réinfection. Cette évolution est caractérisée, à 6 mois, par une 

valeur moyenne des rapports individuels supérieure à 2 (x 3,11 par rapport à l'avant traitement). 

Nous avons précédemment suggéré que les isotypes IgG3 et IgA présentaient des affinités 

différentes dans la reconnaissance d'épitopes impliqués dans le site enzymatique de la 28GST 

(Chapitre III). Les réponses IgG3 et IgA spécifiques aux deux peptides impliqués ont donc été 

évaluées et sont présentées dans l'étude suivante. 
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IV .4) Effet du traitement et de la réexposition sur les réponses 

lgG3 et lgA spécifiques des peptides N et C terminaux en fonction 

du sexe 

Cet effet a été évalué en comparant les données obtenues avant et 6 mois après chimiothérapie. 

Nous avons focalisé notre attention sur les 2 peptides (24-43 et 190-211 ), impliqués dans le site 

enzymatique de la Sh28GST. Nous avons montré précédemment que seule la reconnaissance de 

l'épitope 190-211 par les IgA pouvait être associée à l'inhibition de l'activité 28GST chez les 

femmes infectées par S. mansoni (Remoué et al., 2000; Cha p. III). Nous avons de plus suggéré 

l'existence d'une affinité différente entre les IgG3 et les IgA dans la reconnaissance de ces deux 

épitopes et que ce phénomène était dépendant du sexe des individus. L'effet du traitement sur 

ces réponses épitopiques a donc été comparé entre les hommes et les femmes. 

Les peptides linéaires ont été synthétisés par la société Biocytex (Marseille) et la présence des 

anticorps a été évaluée par ELISA (Annexe I). 

Effet sur les réponses I~:G3 diri~:ées contre les peptides 24-43 et 190-211 : 

Aucune différence significative n'a été observée pour la réponse IgG3 dirigée contre le peptide 

190-211 entre avant traitement et 6 mois après et ceci chez les hommes (0,20±0,17 vs 

0,14±0,09 respectivement) et les femmes (0,09±0,04 vs 0,09±0,03) (non montré). En 

revanche, le niveau des IgG3 dirigés contre le 24-43 est significativement inférieur 6 mois après 

le traitement, chez les hommes (0,10±0,1 vs 0,20±0,15- P<0,01) etles femmes (0,09±0,08 vs 

0,17±0,09- P<0,05). L'effet du traitement et d'une réinfection sur la réponse IgG3 épitopique 

semble donc similaire en fonction du sexe des individus infectés. 
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Fi~. IV.6 : Effet sur les réponses I~A anti-peptides en fonction du sexe 
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Chez les hommes et chez les femmes, la réponse IgA dirigée contre le peptide 24-43 est 

significativement inférieure 6 mois après le traitement et ceci apparaît très homogène pour tous 

les individus. En revanche, la réponse IgA anti 190-211 reste stable après le traitement de la 

population masculine tandis qu'une augmentation significative est observée après 6 mois chez 

les femmes. Un effet sexe-dépendant est donc observé uniquement pour la réponse lgA dirigée 

contre le peptide 190-211. 

Ces résultats apparaissent plus clair encore après le calcul des rapports individuels entre les 

réponses lgA contre le 190-211 et celles contre le 24-43. Le graphe ci-dessous présente la 
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moyenne arithmétique des rapports individuels pour les hommes et les femmes. L'augmentation 

de cette moyenne est également indiquée: 

Fig. IV.7 :Rapports individuels des réponses lgA épitopiques 190-211/24-43 
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Cette figure indique que la balance épitopique pour la réponse IgA devient "équilibrée" chez les 

hommes 6 mois après traitement (moyenne proche de 1). Dans cette population, la variation 

observée entre avant et 6 mois est en faveur de la réponse dirigée contre le 190-211, mais serait 

induite par la seule chute des IgA contre le 24-43 car la réponse vis-à-vis du 190-211 reste 

stable (Fig. IV.6). En revanche chez les femmes, le traitement induit un fort déséquilibre de 

cette balance épitopique en orientant la réponse IgA vers la reconnaissance du peptide 190-211. 

Ceci est caractérisé par le fort coefficient multiplicatif (x 6,6) et une moyenne des rapports 

supérieure à 1. 

L'ensemble des résultats, comparant les réponses IgG3 et IgA épitopiques, indique que la 

chimiothérapie suivi de la période de réinfection induit deux phénomènes marquants: 

(1) les réponses vis-à-vis du peptide 24-43 chutent 6 mois après le traitement à la fois 

chez les hommes et chez les femmes 

(2) une régulation positive après le traitement est observée pour la réponse IgA 

spécifique au peptide 190-211, mais uniquement chez les femmes. 

Le traitement par le PZQ de la population féminine semble donc influencer la régulation de la 

réponse IgA épi topique vers la production d'IgA spécifique du peptide 190-211, au détriment 

du peptide 24-43. 

Tout au long de ce chapitre, nous avons analysé l'effet d'une chimiothérapie anti-bilharzienne 

jusqu'à 6 mois après traitement. Nous pouvions alors nous demander si cet effet était retrouvé 

après une longue période d'exposition au parasite. 
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IV .5) Effet du traitement sur la réponse immune anti-Sh28GST: 

influence à long terme? 

Au cours du mois de mars 1999, l'équipe du programme ESPOIR a été prévenu par le comité de 

santé du village d'Ourou-Madiou que certains enfants présentaient de nouveau du sang dans les 

urines. Des filtrations urinaires ont été réalisées et ont indiqué que l'intensité d'infection était 

redevenu similaire à celle observée avant le traitement par le PZQ (juin 1996). Préalablement à 

un nouveau traitement global du village, 41 adultes de notre cohorte initiale (16 hommes et 25 

femmes; > 16 ans) ont accepté un nouveau prélèvement sanguin. Nous avons alors évalué les 

réponses IgG3 et IgA spécifiques à la Sh28GST chez les mêmes individus. Cette date 

correspondait donc à environ 3 ans après le traitement par le PZQ et nous voulions savoir si les 

variations des réponses immunes anti-Sh28GST précédemment observées pouvaient être 

retrouvées après cette longue période d'exposition. Les résultats sont présentés en fonction du 

sexe des individus infectés. 

Fia. IV.8: IaG3 et laA anti-Sh28GST 3 ans après traitement 
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La réponse lgG3 spécifique n'est pas significativement différente entre les deux sexes même si 

la moyenne observée semble supérieure chez les hommes. Au contraire, le niveau des IgA est 

significativement supérieure chez les femmes indiquant que cette réponse isotypique présente un 

profil sexe-dépendant similaire à celui observé avant tmitement (Chapitre I). Il faut noter 

cependant que, pour l'ensemble des adultes (n=49) regroupant les 2 classes d'âge 16-34 et ~35 

ans, cette réponse lgA était majoritaire chez les femmes avant traitement mais sans différence 

significative par rapport aux hommes (Fig. IV.2). Or, cette différence est devenue significative 

3 ans après le traitement. L'effet de l'exposition au parasite pourrait expliquer ce phénomène. 
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Néanmoins, les profils immunitaires qui sont ici observés longtemps après le traitement sont 

différents de ceux évalués après 5 semaines. En effet, nous retrouvons l'existence d'une 

réponse immune sexe-dépendante alors que cet effet n'existait plus 5 semaines après le 

traitement. Après avoir classé les résultats en fonction des deux classes d'âge précédemment 

décrites chez les adultes (16-34 et :?::35 ans), les réponses IgG3 et IgA anti-Sh28GST semble 

présenter, 3 ans après le traitement, le même profil que celui observé en fonction de l'âge avant 

chimiothérapie (Fig. 1.3). En effet, la réponse IgG3 apparaît prépondérante chez les hommes 

âgés de 16 à 34 ans alors que la réponse IgA est majoritaire chez les femmes de plus de 35 ans 

(non montré). 

Au vu de ces résultats, nous pouvons suggérer que la réponse immune spécifique 3 ans environ 

après traitement présente un profil immunitaire "normal" acquis naturellement au cours de 

l'infection. Pour la population étudiée, cela indique que l'effet du traitement sur l'immunité 

spécifique, mise en évidence 6 mois après, semble être un phénomène transitoire. 

IV .6) Résumé et discussion : traitement par le PZQ et maturation 

de la réponse immune spécifique 

Spécificité de la réponse immune anti-Sh28GST 

Pour les infections bilharziennes chez l'homme, l'effet du traitement par le PZQ sur les réponses 

immunes dirigées contre l'ensemble des antigènes parasitaires (SWAP ou SEA) a été 

particulièrement décrit chez les enfants. Mais l'objectif principal de nombreuses études était de 

comparer les différentes réponses isotypiques entre des enfants résistants et susceptibles à la 

réinfection. En particulier, les résultats se sont focalisés sur la balance entre les IgE et les IgG4 

au cours des infections par S. mansoni ou S. haematobiwn. ll a été démontré que la résistance à 

la réinfection était associée à une forte réponse IgE et une faible réponse IgG4 vis-à-vis du 

SWAP ou du SEA (Dunne et al., 1992; Demeure et al., 1993; Hagan et al., 1991). De plus, 

l'effet du traitement sur la balance IgE/IgG4 semble être plus prononcé chez les enfants que chez 

les adultes (Grog an et al., 1997; Satti et al., 1996). 

L'effet du traitement sur la réponse IgG 1 apparaît contradictoire puisque certaines études 

montrent une augmentation (Satti et al., 1996) et d'autres une diminution 6 mois après le 

traitement (Webster et al., 1997). Dans une autre étude, Mutapi et al. (1998a) ont montré que 

l'augmentation des IgG 1 était associée à une diminution des IgA anti-SEA après le traitement 

d'enfants infectés par S. haematobiwn tandis qu'aucune différence n'était observée pour la 

réponse IgG3. Dans une population infectée par S. mansoni, aucune variation de la réponse 

IgG3 mais aussi IgA n'était également détectée après traitement (Webster et al., 1997). 
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Ces résultats sont observés de 3 mois à 2 ans après chimiothérapie et ne concernent donc pas 

l'effet propre du PZQ (rarement évalué à 5 semaines) mais plutôt son influence associée à une 

réinfection. Il semble donc exister, entre différentes études, un consensus dans la régulation des 

IgE et des IgG4 après traitement tandis que de fortes variations sont observées pour les 

réponses lgG1 et IgA. Finalement, aucun effet du PZQ n'a été mis en évidence sur l'isotype 

IgG3. 

Ainsi, l'influence d'un traitement sur les réponses dirigées contre l'ensemble des antigènes 

parasitaires le semble pas correspondre aux résultats que nous observons dans notre étude vis-à

vis de la Sh28GST. En effet, nous montrons un effet uniquement pour les réponses IgG3 et 

IgA spécifiques, notamment par l'augmentation de ces deux isotypes 5 semaines après le 

traitement pour la population totale. La chimiothérapie ne semble donc pas provoquer la même 

régulation isotypique entre les réponses dirigées, d'une part contre le SWAP et le SEA, et 

d'autre part celles spécifiques de la 28GST. Ceci souligne une fois de plus la particularité de la 

réponse immune spécifique des 28GST. Un tel effet sur l'augmentation des lgA spécifiques a 

également été montré vis-à-vis de la Sm28GST chez des adultes (Grzych et al., 1991) et chez 

des enfants infectés par S. mansoni (Auriault et al., 1990). Cette dernière étude indique aussi 

1 'absence d'effet du PZQ sur les réponses IgE et IgG 1 spécifiques. 

Cependant, nous avons analysé cet effet du PZQ à deux périodes distinctes : 

- comparaison entre avant et 5 semaines après traitement 

- comparaison entre 5 semaines et 6 mois après PZQ 

Ceci nous a permis de caractériser deux phénomènes différents dans la régulation de la réponse 

isotypique spécifique de la Sh28GST. Le premier était marqué par la seule augmentation des 

IgG3 et des IgA pour la population totale et pourrait correspondre à l'effet propre du traitement. 

Le second montrait une chute des lgG3 et IgE anti-Sh28GST tandis que la réponse IgA restait 

stable entre 5 semaines et 6 mois. Cet interval semble correspondre à une période d'exposition 

au parasite comme l'indique nos données parasitologiques et les études malacologiques de 

transmission à S. haematobiwn réalisées dans ce foyer d'infection (Shaw et al., 1999). 

Connaissant la situation épidérniologique dans cette région, il semble probable que les individus 

dans ce village se sont réinfectés au cours de ces 5 mois. 

L'orientation isotypique observée pourrait être liée à la stimulation particulière de la production 

de certaines cytokines comme nous l'avons présenté dans le chapitre 1. L'effet propre du 

traitement sur la réponse cellulaire a été peu étudié au cours des infections humaines et concerne 

la spécificité aux antigènes totaux (SWAP ou SEA). La majorité des études ont effectivement 

comme objectif de comparer les réponses cellulaires des individus résistants ou susceptibles à 

une réinfection. Néanmoins, une augmentation de la prolifération des PBMC et de la production 

d'IL-4 par les CD4+ a été démontré 5 semaines après traitement (Grogan et al., 1996). Mais une 
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étude au Kenya indique un effet sur la sécrétion d'IL-5, d'IFNy et de TNFa spécifique au SEA 

(Roberts et al., 1993). Dans une autre population infectée par S. mansoni, le traitement induit 

également la production d'IFNy mais cette fois-ci associée à une diminution de la sécrétion 

d'IL-4 et d'IL-5 spécifique (Contigli et al., 1999). Ces différences semblent dépendre de la 

phase aiguë ou chronique de l'infection bilharzienne. Ces données contradictoires sur la 

production de cytokines vis-à-vis des antigènes totaux ne peuvent pas expliquer la régulation 

isotypique que nous observons. Cependant, une étude chez des souris infectées par S. 

japonicum montre qu'un traitement au cours de la phase aiguë (9 semaines après infection) 

induit l'augmentation du TGFf3 localement au niveau hépatique, tandis que le traitement en phase 

chronique (24 semaines) induit sa diminution (Kresina et al., 1993). Bien que cette évaluation 

ne concerne pas une production systémique, cette cytokine semble être régulée après le 

traitement au PZQ. De part son effet sur la production des IgA (van Vlasselaer et al., 1991), 

cette cytokine pourrait intervenir dans la régulation isotypique que nous observons. 

Traitement et réponse immune spécifique : maturation différente en fonction du 
sexe 

En fonction du sexe des individus infectés, l'effet principal du traitement par le PZQ est 

caractérisé par la très forte augmentation des IgA spécifiques chez les hommes. Cinq semaines 

après traitement, le niveau de cette réponse isotypique devient ainsi similaire entre les hommes et 

les femmes. Ceci semble également être retrouvé pour les IgG3, mais d'une manière moins 

marquée. Le traitement a donc "abolit" le profil lié au sexe que nous avions observé avant 

traitement (chapitre I). En revanche, la période de réinfection semble avoir la même influence en 

fonction du sexe. Nous observons, en effet, une chute de la réponse IgG3 anti-Sh28GST 

associée à une stabilité de la réponse IgA chez les hommes et chez les femmes. 

La conséquence de ces deux effets cumulés a été présenté sous la forme du calcul des rapports 

individuels entre les IgA et les IgG3, évalué avant et 6 mois après traitement. Ceci semble 

indiquer que le traitement induit une "commutation isotypique", uniquement chez les hommes. 

En effet, une forte augmentation des IgA pour la population masculine semble associée à la 

chute de la réponse IgG3 vis-à-vis de la protéine Sh28GST alors qu'une telle régulation de la 

balance isotypique n'était pas observée chez les femmes. 

Du point de vue du profil épitopique, le traitement induit particulièrement les réponses IgA 

dirigées contre l'épitope 190-211 chez les femmes. En effet, les réponses IgG3 et IgA 

spécifiques du 24-43 chutent 6 mois après le traitement pour les deux sexes tandis que seule la 

réponse IgA vis-à-vis du peptide 190-211 augmente significativement chez les femmes. L'effet 

du traitement associé à la période de réinfection pourrait donc engendrer une "commutation 
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épitopique" de la réponse IgA chez les femmes. Il est à noter que l'effet du traitement au PZQ 

sur les réponses IgG et IgA dirigées contre différents épitopes avait déjà été évalué dans une 

population infectée par S. mansoni (Evengard et al., 1994). Aucune variation des réponses 

spécifiques aux peptides 24-43 et 190-211 de la Sm28GST n'avait été observée 6 mois après le 

traitement mais cette étude n'avait pas comparé les réponses épitopiques entre les hommes et les 

femmes. 

L'ensemble de ces résultats indique que la variation de la réponse anti-Sh28GST induite par le 

traitement au PZQ suivi d'une réexposition au parasite est différente en fonction du sexe des 

individus infectés. L'effet du traitement induirait une régulation isotypique de l'immunité en 

agissant sur la balance IgG3/IgA vers la production des IgA anti-Sh28GST chez les hommes 

tandis qu'il induirait une régulation épitopique chez les femmes en faveur d'une réponse IgA 

spécifique du peptide 190-211. Cette influence chez les femmes semble s'effectuer au dépend de 

la régulation négative des réponses immunes spécifiques à l'épitope 24-43. La stimulation de 

l'immunité spécifique après démasquage de l'antigène à la surface du vers (Dupré et al., 1999) 

aboutirait ainsi chez les femmes à la sélection des cellules B ou T spécifiques de l'épitope C 

terminal. 

Cette spécificité épitopique pourrait être une des caractéristiques de la maturité de la réponse 

immune anti-28GST et il apparaît relativement logique que ceci soit observé particulièrement 

chez les femmes. En effet, nous avions démontré, avant traitement, que les femmes avaient déjà 

développé une immunité spécifique !gA-dépendante, contrairement à la population masculine. 

La réponse immune vis-à-vis de cet antigène spécifique semble donc plus mature chez les 

femmes car l'apparition de cet isotype est souvent associée à une chronicité et à une maturité 

immunitaire au cours des infections parasitaires (Atkins et al., 1997; Salinas et al., 1996; Larsen 

et al., 1985). Une nouvelle stimulation de cette immunité spécifique par un traitement au PZQ 

semble donc induire l'augmentation des IgA contre la protéine totale chez les hommes et une 

plus grande affinité de la réponse IgA vers la spécificité épitopique 190-211 chez les femmes. 

Nous avions précédemment démontré l'affmité particulière de la réponse IgA vis-à-vis de ce 

peptide qui se caractérisait par sa capacité fonctionnelle à neutraliser l'activité enzymatique de la 

Sm28GST (chapitre III; Remoué et al., 2000). 

Nous avons alors évalué la capacité des sérums à inhiber l'activité enzymatique de la Sh28GST 

(utilisée à 10 !Jg/ml dans ce test) après le traitement. Le pourcentage d'adultes positifs n'étaient 

que d'environs 12% à 5 semaines, sans aucune différence entre les hommes et les femmes. En 

revanche, une inhibition significative de la Sh28GST était détectée chez 22% des femmes et 

14% des hommes, 6 mois après le traitement. Ces résultats semblent indiquer que l'inhibition 

GST est plus importante 6 mois après le traitement et en particulier chez les femmes. Comme 

escompté, la réponse IgA spécifique au peptide 190-211 jouerait un rôle prépondérant dans cette 

fonction neutralisante. 
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Nos résultats sur l'importante augmentation des IgA anti-28GST après traitement sont en accord 

avec une étude ·précédemment décrite chez des souris immunisées par la Sm28GST puis 

infectées par S. mansoni (Dupré et al., 1999). Le traitement par le PZQ de ces souris induit 

l'apparition d'une réponse IgA spécifique associée à une forte inhibition de l'activité 

enzymatique GST. Cette synergie aboutit, de plus, au contrôle du développement de la 

pathologie et la survie des animaux. Dans notre étude sur les populations humaines, nous 

n'avons malheureusement pas effectué un contrôle de l'évolution de la pathologie avant et 6 

mois après traitement (par échographie du tractus urinaire et de la vessie). 

Néanmoins, ces résultats observés dans un modèle animal et confrontés à nos données dans les 

populations humaines, encouragent le développement d'une stratégie vaccinale avec la 

Sh28GST en l'association avec un traitement par le PZQ. 

Effet du traitement: influence transitoire 

Nous avons présenté les résultats des réponses IgG3 et IgA spécifiques 3 ans après le traitement 

de cette même population. A cette date, le niveau d'intensité d'infection était redevenu similaire à 

celui observé avant le traitement. li en était de même pour les réponses IgG3 et IgA anti

Sh28GST en fonction du sexe des individus infectés. Malgré quelques variations dans la 

significativité statistique, probablement dû à un faible nombre d'individus dans chaque groupe, 

la réponse IgG3 était en effet majoritaire chez les hommes tandis que l'isotype lgA était 

prépondérant dans la population féminine. Ce profil semblait ainsi similaire à celui observé 

avant le traitement, non seulement en fonction du sexe mais également en fonction de l'âge. 

Ceci indique que la réponse immune acquise 3 ans après le traitement présente de nouveau un 

profil "classique". Dans cette population située dans un foyer de faible réinfection, le traitement 

par le PZQ a donc, au minimum, un effet jusqu'à 6 mois mais son influence sur la réponse 

immune spécifique ne semble pas s'exercer à long terme. Pour affiner nos résultats, il aurait été 

intéressant d'évaluer l'évolution de la réponse immune un an et deux ans après le traitement. 

Le résultats présentés montrent l'orientation particulière des réponses lgG3 et IgA spécifiques à 

la Sh28GST après un traitement par le PZQ. La connaissance de cette régulation chez les adultes 

infectés par S. haematobiwn nous apporte d'importants renseignements sur l'évolution de la 

réponse immune spécifique au candidat vaccinal. En particulier, nous avons pu analyser l'effet 

d'une stimulation de l'immunité spécifique chez une population présentant au préalable une 

réponse immune anti-Sh28GST acquise. Ceci nous a permis d'évaluer cet effet avant la mise en 

place des essais cliniques de Phase II au cours desquels le traitement par le PZQ sera associé à la 

vaccination. 
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V\ R, · , ·c· 1. epouse Immune spec1 1que aux 28GST chez les 

enfants infectés: Effet du traitement par le 

praziquantel et influence de co-infections parasitaires 

Les enfants âgés de 6 à 10 ans, infectés par S. haematobium, représentent la population cible 

des essais cliniques de Phase II au Niger et de Phase III (voir Introduction, chap. IV.4.5). Dans 

ces deux cas, un traitement par le praziquantel (PZQ) sera associé à la vaccination par la 

Sh28GST. 

Au cours de l'étude pré-clinique, nous avons ainsi évalué l'effet du traitement sur la réponse 

immune spécifique à la Sh28GST chez des enfants infectés par S. haematobium. 

Dans de nombreux pays en voie de développement, les enfants sont souvent exposés à de 

nombreuses infections parasitaires, bactériennes et virales. En particulier, le paludisme et la 

schistosomiase sont les deux parasitoses les plus répandues en Afrique. 

La co-infection avec Plasmodium faldparum représente ainsi un problème majeur de santé 

publique dans les régions où l'infection bilharzienne est endémique, comme cela est notamment 

observé dans le Nord du Sénégal. 

De plus, l'évolution épidémiologique des deux schistosomiases majeures est particulière dans 

cette région. En effet, le nombre de foyers mixtes à S. haematobium et S. mansoni augmentent 

depuis quelques années et de fortes intensités d'infection y sont observées (Emould et al., 1999; 

De Clercq et al., 1999). 

La présence d'un tel état multi-infectieux ne peut pas être anodin d'un point de vue 

immunologique et il est ainsi fort probable que le développement d'une réponse immune anti

parasitaire soit influencé par l'existence de co-infections. 

Pour ces raisons, l'influence d'une co-infection bilharzienne ou celle d'une co-infection palustre 

sur la réponse immune anti-28GST a également été évaluée chez les enfants. 
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V.l) Effet du traitement par le PZQ sur la réponse immune anti

Sh28GST chez des enfants infectés par S. haematobium 

L'effet de la chimiothérapie a été évalué en comparant les résultats immunologiques obtenus 

avant l'administration du PZQ, 5 semaines (5 sem.) et 6 mois après traitement chez des enfants 

âgés de 8 à 15 ans (n=28) dans le village d'Ourou-Madiou. 

Avant traitement, tous les enfants présentaient une filtration urinaire (FU) positive et l'intensité 

moyenne d'infection étaient de 22 oeufs/lü ml d'urine. Cinq semaines après le traitement, au 

moins 1 oeuf/10 ml d'urine (FU+) était retrouvé pour 36% des enfants alors que, 6 mois après 

le traitement, 46% étaient FU+. Néanmoins, le dosage des antigènes circulants (CAA) montrait 

que la grande majorité des enfants (78%) étaient trouvés positifs, 6 mois après le traitement. 

Comme nous l'avons décrit chez les adultes (Chap. IV), ce résultat suggère que cette population 

semble être réinfecté entre 5 semaines et 6 mois après traitement. Ceci peut être confimé par les 

études malacologiques réalisées dans ce foyer d'infection démontrant la forte transmission de S. 

haematobium au cours de cette période (Shaw et al., 1999). 

La présence des anticorps spécifiques à la Sh28GST a été évaluée par ELISA (Annexe 1). Les 

résultats sont présentés individuellement et en moyenne arithmétique et sont exprimés en ~DO= 

ODx- ODn. ODx représente la valeur de DO pour un individu infecté et ODn, la moyenne des 

valeurs obtenues pour 30 sérums contrôles de caucasiens. 

Le test de Wilcoxon a été utilisé pour évaluer la significativité statistique de la comparaison entre 

les moyennes (données appariées). 
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Fi K. V .1 : Réponse isotypique anti-Sh28GST (enfants 8-15 ans) 
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Aucune variation significative n'a été observée pour les réponses lgG 1, lgG2 et lgG4. Les taux 

d'anticorps lgG3 et lgA spécifiques augmente significativement 5 semaines après traitement. A 

6 mois les réponses lgG3, IgE et lgA sont significativement inférieures que celles observées 5 

semaines après traitement. 

Comme nous l'avions suggéré précédemment (Chap. IV), l'analyse réalisée à 5 semaines 

montre l'effet propre du traitement et la période entre 5 semaines et 6 mois correspondrait à une 

période d'exposition au parasite. Chez les enfants, la régulation des isotypes lgG3 et IgA est 

donc différente selon les deux périodes considérées. Le traitement au PZQ induit une 

augmentation de ces deux réponses isotypiques alors que l'effet inverse est observé au cours de 

la période d'exposition. 
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V.2) Effet d'une co-infection bilharzienne sur la réponse immune 

anti-28GST chez les enfants infectés: 

Au cours d'études épidémiologiques, réalisées dans le cadre du programme ESPOIR (équipe du 

Prof. J. Vercryusse- Université de Gand), un foyer récent d'infection mixte S. mansoni/S. 

haematobiwn ,à dominance mansoni, a été identifié dans le village de Nder, situé sur les berges 

du Lac de Guiers (Picquet et al., 1996). D'autre part, l'évolution épidémiologique de foyers 

mixtes (S. haematobiwn dominant) a été analysée dans la Région du Fleuve, particulièrement 

dans la région du bas Delta, situé à proximité du barrage de Diarna Cette étude a permis 

d'identifier le foyer de N'Dioungue M'Beresse localisé à 35 km au nord-est de St-Louis. 

Ces données parasitologiques nous ont permis d'entreprendre des études irnrnuno

épidémiologiques chez des enfants mono-infectés par S. mansoni ou S. haematobiwn et 

doublement infectés. Nous avons focalisé notre étude sur ces deux foyers pour les raisons 

suivantes: 

- Nder: mono-infection par S. mansoni versus double infection 

- N'Dioungue M'Beresse : mono-infection par S. haemg,tobium versus double infection 

Nous avons ainsi évalué l'influence de la co-infection par S. haematobiwn sur la réponse 

immune anti-Sm28GST dans le village de Nder tandis que le foyer de N'Dioungue M'Beresse 

nous permettait d'analyser l'effet d'une co-infection par S. mansoni sur la réponse humorale 

spécifiquement dirigée contre la Sh28GST. 

V.2.1) Influence de la co-infection par S. haematobium sur la réponse immune 

anti-Sm28GST: 

Dans le village de N der, 1 'étude épidémiologique a montré une forte prévalence (près de 100%) 

et une forte intensité d'infection à S. mansoni (moyenne géométrique= 589 EPG avec 35% des 

individus sécrétant plus de 1000 EPG). Ceci a été observé quelque soit l'âge des individus (De 

Clercq et al., 1999). En revanche, la prévalence (28%) et l'intensité d'infection (moy. géo. = 

6,3 oeufs/lü ml avec 2 % des individus avec FU> 50 oeufs/lü ml d'urine) étaient modérées 

pour S. haematobiwn. 
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Dans la cohorte sélectionnée, l'évaluation de la réponse immune spécifique à la Sm28GST a été 

réalisée pour deux groupes d'enfants âgés de 8 à 15 ans: 

-mono-infectés par S. mansoni (Sm): n=23; intensité d'infection (moy géo) = 365 EPG 

-double-infectés (Sm/Sh): n=18; intensité d'infection Sm (moy.géo.) = 1060 EPG 

intensité d'infection Sh (moy. géo.) = 5,6 oeufs/lü ml 

La population Sm/Sh présentait une moyenne géométrique de l'intensité d'infection à S. 

mansoni significativement supérieure à celle observée dans la population mono-Sm (P<0,05). 

La réponse immune totale (Ig (H+L)) spécifique à la Sm28GST et le niveau des différents 

isotypes (sauf IgE) ont été évalués par ELISA (Annexe I). Les résultats (t\00) sont présentés 

individuellement et en moyenne arithmétique. Les différences statistiques entre les moyennes 

des deux groupes ont été évaluées par le test de Mann-Withney. 
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Aucune réponse IgG4 spécifique n'a été mise en évidence dans les deux groupes. La réponse 

totale anti-Sm28GST ainsi que le niveau des isotypes IgM, IgG 1 et IgG2 ne sont pas différents 

en fonction des deux groupes d'infection. Le niveau des IgG3 spécifiques est significativement 

inférieur ches les enfants Sm/Sh, comparativement au groupe mono-infecté. A l'inverse, la 

réponse IgA est significativement plus élevée chez les enfants doublement infectés. 

Le rôle d'une différence d'intensité d'infection pour S. mansoni entre les deux groupes ne peut 

pas être écarté pour expliquer la variabilité des réponses isotypiques anti-Sm28GST observée. 

En effet, la plus forte intensité dans le groupe Sm/Sh (moy. EPG = 1060), pourrait induire la 

production d'IgA spécifiques au dépend de l'isotype IgG3. Mais aucune différence dans la 

réponse Ig(H+L) spécifique n'a été observée entre les deux groupes. De plus, nous avons 

montré précédemment au cours de l'infection par S. mansoni (Chap. III) que la présence d'une 

forte réponse IgA spécifique n'était pas lié à une forte intensité d'infection. Au contraire, cette 

réponse isotypique était soit invariable en fonction de l'intensité (chez les hommes), soit 

majoritaire dans le groupe présentant une faible intensité (chez les femmes). D'autre part, 

aucune différence dans la réponse totale anti-Sm28GST n'a été détectée en fonction de 

l'intensité d'infection. 

Il nous semble ainsi peu probable qu'une différence d'intensité d'infection pour S. mansoni 

intervienne dans la régulation des réponses IgG3 et IgA spécifiques observées. 

La présence de la co-infection par S. haematobium semble donc réguler la balance IgG3/IgA en 

faveur de la production d'IgA anti-Sm28GST. 

Nous nous sommes demandés si l'effet de la co-infection bilharzienne sur la réponse immune 

était spécifique à la Sm28GST ou pouvait se retrouver vis-à-vis des antigènes parasitaire totaux. 

Les réponses IgG3 et IgA dirigées contre le SWAP et le SEA ont alors été évaluées en fonction 

de ces deux mêmes groupes d'infection. Seule la réponse vis-à-vis du SEA est présentée ici car 

des résultats similaires ont été observés entre celle-ci et la réponse immune anti-SW AP (non 

montrés). 



Résultats V 199 

Fig. V .3 ; Réponse IgG3 et lgA vis-à-vis d'antigènes totaux <SEAl 
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Nous observons ainsi qu'une co-infection bilharzienne n'a aucun effet sur la régulation des 

deux réponses isotypiques spécifiques aux antigènes parasitaires totaux. L'influence de cette co

infection sur la réponse immune acquise est donc uniquement observée vis-à-vis de la 

Sm28GST. 

V.2.2) Influence de la co-infection par S. mansoni sur la réponse immune anti

Sh28GST; 

Une étude complémentaire a été réalisée dans le village de Ndioungue M'Beresse. 

Contrairement à l'étude présentée ci-dessus, l'intensité d'infection à S. mansoni était 

relativement faible dans le groupe doublement infecté (moy. géométrique= 88 EPG avec 7% 

des enfants sécrétant plus de 1000 EPG) alors que ce foyer présentait une forte infection à S. 

haematobium (moy. geo. = 47,8 oeufs/10 ml avec 55 % des individus avec FU> 50 oeufs/10 

ml). 

Au sein de la cohorte étudiée, la réponse immune spécifique à la Sh28GST a été comparée entre 

deux groupes d'enfants âgés de 7 à 14 ans: 

-mono-infectés S. haematobium (.S.h): n=l7; intensité d'infection (moy géo) = 33,2 oeufs/10 ml 

-double-infectés (Sb/Sm): n=43; intensité d'infection Sh (moy. géo.) = 49,8 oeufs/10 ml 

intensité d'infection Sm (moy. géo.) = 88,2 EPG 

Dans cette population, aucune différence significative dans l'intensité d'infection à S. 

haematobium n'a été détectée entre les deux groupes. 

faU\ 
~ 
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Une étude immunologique (dosage des anticorps et production des cytokines) a été réalisée 

avant le traitement par le PZQ puis 1 et 6 mois après chimiothérapie. Dans cette même 

population, des paramètres biochimiques et hématologiques ont été dosés et l'évaluation des 

pathologies, hépatiques et urinaires, a été réalisée par échographie. Cette étude pré-clinique avait 

pour objectif d'évaluer ces différents paramètres chez des individus doublement infectés, 

population cible des essais vaccinaux de Phase lia et lib qui seront réalisées dans ce même 

village. 

Au regard des résultats précédemment observés dans le village de Nder, nous avons focalisé 

notre attention sur l'influence de la co-infection bilharzienne sur les réponses isotypiques anti

Sh28GST. Seules les résultats obtenus avant traitement seront présentés ici. 

Le taux des différents isotypes a été évaluée par ELISA (Annexe 1). 

Les résultats (ADO) sont présentés individuellement et en moyenne arithmétique. 

Les différences statistiques entre les moyennes des deux groupes ont été évaluées par les test de 

Kruskal-Wallis après une analyse variance utilisant le test ANOV A. 

FiK· V.4 ; Réponse immune anti-Sb28GST (enfants 7-14 ans) 
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• • 
2- • • 1 • • • • 

1 • 
• • • • • 

m 
1 -

m 0,5 • 
• • 

1 

0 0 1 1 

Sh Sb/Sm Sb Sb/Sm Sb Sb/Sm 

Aucune différence pour les réponses IgG 1, lgG3 mais également lgG(H + L) et IgM (non 

montré) a été observée entre les deux groupes d'infection. En revanche, la moyenne de la 

réponse lgA anti-Sh28GST est significativement supérieure dans le groupe doublement infecté 

(P<0,05). 

Nous avons évalué la réponse isotypique dirigée vis-à-vis du SEA dans cette même population 

et aucune différence n'est détectée quelque soit l'isotype (non montré). 

Comme nous l'avons observé vis-à-vis de la Sm28GST (Nder), la co-infection bilharzienne 

induit également une augmentation de la réponse lgA spécifique à la Sh28GST. Cette variation 
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ne peut pas être attribuée à l'effet de l'intensité d'infection à S. haematobiwn différente (voir ci

dessus). 

En revanche, nous ne retrouvons pas chez ces enfants la variation précédemment observée à 

Nder pour l'isotype IgG3. Un déséquilibre dans le nombre d'enfants entre les deux groupes 

(n= 17 vs 44) pourrait être une des explications. Néanmoins, au regard de nos résultats, il 

semble que l'influence d'une co-infection par S. mansoni ou par S. haematobiwn sur l'infection 

hétérologue ne provoquent pas la même régulation de l'isotype IgG3. 

L'ensemble de ces résultats montre que la co-infection bilharzienne induit uniquement 

l'augmentation de la réponse IgA spécifique aux deux 28GST (quelque soit sa nature :S. 

haematobiwn ou S. mansoni). Cet effet semble lié spécifiquement à la réponse immune anti-

28GST car aucune variation isotypique n'a été détectée pour la réponse dirigée contre 

l'ensemble des antigènes parasitaires (SEA). 

Le paludisme étant une infection prépondérante dans la Région du Fleuve Sénégal, nous avons 

évalué par la suite l'effet de cette co-infection sur la réponse immune spécifique. 

V .3) Réponse immune anti-Sh28GST chez des enfants : influence de 

la co-infection par Plasmodium falciparum. 

Dans la Région du Fleuve Sénégal, des études épidémiologiques menées par l'équipe du 

Professeur Vercryusse montrent que la transmission autrefois saisonnière de P. falciparwn est 

désormais continue tout au long de l'année. Ceci est probablement dû à l'expansion de 

l'irrigation après la construction du barrage de Diama. Ainsi, les foyers d'infection palustre et 

bilharzienne sont géographiquement associés. L'augmentation de la prévalence de formes 

graves de neuro-paludisme observée dans la région du Fleuve pourrait être liée à la co-infection 

bilharzienne. En effet, certaines études du programme ESPOIR ont montré que la prévalence 

d'une telle co-infection pouvait atteindre près de 70% chez les enfants (village de Ndioungue 

M'Beresse ). Il est même probable que cette prévalence soit proche de 100% dans certains foyers 

de la Région du Fleuve. 

Le rôle de la balance entre les cytokines pro/anti-inflammatoires ou de type Th1/Th2 dans 

l'immunité anti-malaria semble controversé puisque ces deux types de profil immunitaire 

peuvent être associés aux accès palustres graves (Ho et al., 1998; Elghazali et al., 1997). En 

effet, il est reconnu que la pathogénèse est associée à la présence de fort taux de TNFa et 

d'IFNy, mais ces cytokines peuvent également jouer un rôle important dans la réponse immune 
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protectrice au cours des phases initiales de l'infection (Omer et al., 2000). La production de ces 

cytokines pro-inflammatoires semblent dépendre de la cinétique de l'infection palustre. En effet, 

le TNFa, l'IFNy et l'IL-l sont fortement sécrétées au cours des stades précoces (stade pré

érythrocytaire) et leur production serait ensuite régulée par la présence d'IL-10 au cours des 

phases chroniques (Richards etal., 1997). Mais, la présence simultanée d'IFNy et d'IL-10 a été 

montré chez des patients infectés par P. faldparum en phase aiguë (W enish et al., 1995), et une 

forte réponse IgE spécifique (marqueur d'un profil Th2) semble plus fréquemment retrouvée 

dans les formes neurologiques de paludisme (Perlman et al., 1994). 

L'IL-l 0, l'IL-4 et le TGF13 semblent jouer un rôle central dans la régulation de l'immunité anti

paludéenne, non seulement en inhibant la production de cytokines inflammatoires mais 

également en favorisant une réponse anticorps protectrice (Omer et al., 2000; Wenish et al., 

1995). 

Ces quelques exemples montrent la capacité de l'infection palustre à orienter le profil 

immunitaire et soulignent l'importance d'évaluer l'influence d'une telle co-infection sur la 

réponse immune spécifique aux schistosomes. En particulier, de forts taux d'IFNy et de TNFa 

observés au cours de l'infection palustre pourraient avoir une action néfaste sur le 

développement de la pathologie bilharzienne. En effet, il a été démontré chez l'homme que des 

taux élevés de ces deux cytokines inflammatoires étaient associés à la présence d'une 

hépatosplénie, caractéristique d'une forte morbidité bilharzienne (Mwatha et al., 1998). 

Dans notre étude, l'effet de la co-infection palustre a été analysé vis-à-vis de la réponse 

humorale spécifique à la Sh28GST, chez des enfants infectés par S. haematobiwn. Dans 

l'objectif d'une stratégie vaccinale contre la schistosomiase, il est crucial de comprendre 

l'influence immunologique d'une infection palustre dans la population cible des essais cliniques 

de Phase II et III. 

Cette étude a été réalisée dans le village d'Ourou-Madiou (cohorte présentée dans le Chap. I). 

L'intensité d'infection pour S. haematobiwn (FU) est indiquée par la moyenne géométrique du 

nombre d'oeufs/10 ml d'urine. La présence de P. faldparwn a été observée après un frottis 

sanguin et une goutte épaisse (l'intensité d'infection n'a pas été mesurée). 

La réponse immune spécifique a été comparée entre deux groupes (enfants âgés de 8 à 15 ans): 

- mono-infectés par S. haematobiwn (Sh) : n=14; FU = 30,6 

- doublement infectés par S. haematobiwn et P. faldparwn (Sh!PO : n= 18; FU = 15, 12 

L'intensité d'infection pour S. haematobiwn était similaire entre ces deux groupes (test de 

Mann-Withney). 

Le niveau des différents isotypes a été évalué par ELISA (Annexe I). 
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Les résultats (ADO) sont présentés individuellement et en moyenne arithmétique et les 

différences statistiques entre les moyennes de chaque groupe ont été évaluées par le test de 

Mann-Withney. 
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-<1 
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0 
A 
-<1 
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Fia. V .5 : Réponse isotypique anti-Sb28GST (enfants 8-15 ans) 

lgGl IgG2 lgG3 
• NS NS P<O,OS 

• 
• 

• 

• 
• • • • • • • 

Sb Sb /Pf Sb Sh/Pf Sb Sh/Pf 

IgG4 IgE lgA 

NS NS NS 

• 
• • 

• 
• • 

• • 
• 

Sb Sh /Pf Sb Sh /Pf Sb Sh /Pf 

Aucune différence entre les deux groupes d'infection n'a été observée pour les isotypes IgG 1, 

IgG2, IgG4, IgE et IgA. Seule la réponse lgG3 spécifique est significativement plus élevée chez 

les individus co-infectés par P. faldparwn. 

Nous nous sommes alors demandés si la co-infection palustre pouvait également influencer la 

réponse immune dirigée contre l'ensemble des antigènes parasitaires. Les réponses IgG3 et IgA 

anti-SEA ont été évaluées en fonction de ces deux groupes d'infection. 
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Fi K. V .6 : Réponse IKG3 et IKA anti-SEA (enfants 8-15 ans) 
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La réponse IgG3 spécifique du SEA est significativement supérieure chez les enfants 

doublement infectés alors qu'aucune variation de la réponse IgA n'a été observée entre les deux 

groupes d'infection. 

L'ensemble de ces résultats indiquent que la co-infection par P. falciparum semble orienter 

uniquement la réponse IgG3 spécifique aux antigènes de schistosome. Cet effet est observé non 

seulement vis-à-vis des antigènes totaux (SEA) mais également spécifiquement à l'antigène 

Sh28GST. Cette influence ne peut pas être attribuée à une différence d'intensité d'infection à S. 

haematobium entre les deux groupes. 

V .4) Résumé et discussion: Maturation de la réponse immune anti-

28GST chez les enfants infectés. 

Dans ce chapitre, nous avons montré que plusieurs facteurs étaient capables d'orienter 

différemment la réponse immune spécifique aux 28GST: 

- le traitement au PZQ, suivi d'une période d'exposition au parasite 

- la co-infection bilharzienne ou palustre 

Nous avons focalisé notre attention sur les enfants pour trois raisons principales. 

( 1) Cette population est la plus touchée par les infections bilharziennes et palustre 

(2) Ils représentent la population cible de la vaccination anti-bilharzienne et l'évaluation de l'effet 

de ces différents facteurs immunorégulateurs est cruciale. 
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(3) A cet âge pré-pubert, l'effet des hormones sexuelles sur la réponse immune anti-Sh28GST 

est peu probable, comme nous l'avons suggéré dans le Chapitre 1. L'effet du traitement ou de la 

co-infection sur l'immunité spécifique serait alors indépendant de toute régulation hormonale. 

V .4.1) Effet du traitement au PZQ chez les enfants: 

Cette étude chez les enfants a été réalisée dans le même foyer d'infection que celle présentée 

chez les adultes dans le chapitre IV. L'objectif principal était de comparer l'effet du traitement 

entre ces deux populations qui ne présentaient pas le même type de réponse immune spécifique 

avant chimiothérapie. Pour rappel, nous avions en effet démontré que les réponses IgG3 et IgA 

anti-Sh28GST étaient majoritaires chez les adultes comparativement aux enfants infectés par S. 

haematobiwn (Fig. 1.2). 

Il est reconnu que l'efficacité du PZQ dépend de l'intensité de la réponse immune spécifique de 

l'hôte infecté (Fallon et al., 1992). Dans notre étude, une présence d'oeufs dans les urines 

étaient détectée chez 36% des enfants 5 semaines après le traitement, et chez 46%, 6 mois après 

chimiothérapie. A l'inverse chez les adultes, la prévalence d'infection était nulle à 5 semaines 

(en terme d'oeufs dans les urines). 

Ceci semble confirmer de nombreuses données épidémiologiques indiquant que l'efficacité du 

PZQ est plus faible chez les enfants que chez les adultes. Au regard de nos résultats, une faible 

intensité de la réponse immune spécifique à la Sh28GST, observée chez les enfants, pourrait 

être une des explications à ce phénomène. 

L'effet propre du traitement au PZQ sur la réponse isotypique anti-Sh28GST a été évalué en 

comparant les résultats obtenus avant et 5 semaines après traitement. Chez les enfants comme 

chez les adultes (Fig. IV .1 ), l'administration du PZQ induit une augmentation des réponses 

IgG3 et IgA anti-Sh28GST tandis qu'aucune variation pour les autres isotypes n'a été observée. 

Avant le traitement, les taux sériques de ces deux isotypes étaient extrèmement faibles chez les 

enfants, contrairement aux adultes. Le développement de cette réponse immune spécifique 

semble donc s'acquérir avec l'âge au cours de l'infection par S. haematobium. L'effet d'un 

traitement par le PZQ chez les enfants pourrait accélérer l'apparition de cette immunité spécifique 

acquise naturellement au cours des années. 

Ce phénomène a précédemment été décrit chez des enfants infectés par S. haematobiwn au 

Zimbabwe, mais vis-à-vis de la réponse immune spécifique aux antigènes parasitaires totaux 

(Mutapi et al., 1998). Les auteurs montrent qu'un traitement au PZQ induit l'augmentation des 

IgG 1 anti-SEA au détriment de la réponse IgA, profil immunitaire naturellement observé ches 

les adultes au cours de l'infection. Dans notre étude, la variation isotypique après le traitement 

des enfants est tout à fait différente soulignant la spécificité de la réponse immune dirigée contre 
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la Sh28GST. Cependant, ceci devra être confirmé par l'évaluation des réponses isotypiques vis

à-vis du SEA. 

Les résultats de Mutapi et al. (1998) sont présentés 5 semaines après le traitement et la même 

régulation immunitaire semble encore plus marqué 6 mois après chimiothérapie. Mais dans notre 

étude, la comparaison des données obtenues à 5 semaines et 6 mois après le traitement montre 

que le niveau des réponses IgG3, IgE mais également IgA anti-Sh28GST chutent au cours de 

cette période (Fig. V.l). Au cours de ce temps de réinfection, un effet similaire a été observé 

chez les adultes mais une différence importante était observée. En effet, seule la réponse IgA 

spécifique restait stable pendant la période de réinfection chez les adultes (Fig. IV.l). 

Six mois après traitement, 78% des enfants de notre cohorte étaient positifs en CAA, et une 

légère augmentation de la prévalence d'infection (en terme d'oeufs dans les urines) était détectée 

entre 5 semaines et 6 mois après PZQ (de 36 à 46%). En plus des données malacologiques 

précédemment décrits dans ce foyer qui montrent une forte transmission au cours de cette même 

période (Shaw et al., 1999 ), nos résultats parasitologiques semblent confirmer que les enfants 

se sont réinfectés rapidement (moins de 6 mois après le traitement). 

L'effet d'un traitement par le PZQ suivi d'unepériode de réinfection semble donc induire une 

régulation similaire de la réponse immune spécifique chez les enfants et les adultes. Cependant, 

seule une différence dans la réponse IgA spécifique est observée entre les adultes et les enfants 

au cours de la période de réinfection. En effet, la réinfection chez l'enfant n'a pas induit la 

stimulation de la réponse IgA spécifique que nous avions observé chez les adultes. 

Cette variabilité est probablement lié à une différence de maturation de la réponse immune 

spécifique entre les enfants et les adultes et nous pouvons ainsi imaginer que la stimulation de 

l'immunité anti-Sh28GST par un facteur tel que le traitement, resterait relativement faible chez 

l'enfant. 

L'ensemble de ces résultats montre l'importance du choix des enfants comme population cible 

des essais cliniques. En effet, la réponse immune anti-Sh28GST peut être stimulée chez des 

enfants infectées par S. haematobiwn et l'effet de cette stimulation semble induire un profil 

isotypique pouvant être associé à l'acquisition d'une protection contre le parasite (voir chap. I et 

III). 



Résultats V 207 

V .4.2) Maturation différente selon le type de co-infections? 

Chez les enfants infectés par S. haematobium, les deux types de co-infection majeures dans la 

région du Fleuve Sénégal n'induisent pas la même orientation de la réponse immune spécifique 

à la Sh28GST. En effet, une co-infection bilharzienne induit une maturation de la réponse 

immune spécifique vers un profil isotypique IgA tandis que l'effet d'une co-infection par P. 

faldparum se traduit par une augmentation des IgG3 spécifiques à la Sh28GST. 

Effet de la co-infection bilharzienne : 

Peu de données épidémiologiques sont décrites dans la littérature à propos d'infections mixtes à 

S. haematobium et à S. mansoni. De tels foyers ont été retrouvés en Egypte (Manson-Baher et 

al., 1987), au Cameroun (Robert et al., 1989) et récemment dans le village de Nder par une 

équipe du Programme ESPOIR (De Clercq et al., 1999). Chez la souris, il a été montré qu'une 

co-infection par S. haematobium modulait la formation du granulome bilharzien induit par les 

oeufs de S. mansoni exacerbant la pathologie hépatique (Jacobs et al., 1999). Dans la région du 

Fleuve Sénégal, J -C Emould et al. (1999) ont montré une augmentation de l'intensité 

d'infection à S. mansoni après le traitement au PZQ des individus doublement infectés. Ce type 

de co-infection pourrait ainsi représenter un problème majeur de santé publique dans les zones 

d'endémies. 

Cependant, aucune étude immunologique évaluant l'influence de ce type de co-infection n'est 

connue chez l'homme 

La particularité des deux foyers mixtes, décrits dans notre étude, était leur complémentarité en 

terme de co-infection bilharzienne. En effet, le foyer de Nder présentait une forte intensité 

d'infection à S. mansoni associée à une faible présence de l'espèce S. haematobium tandis que 

la balance infectieuse était inversée dans la population de Ndioungue M'Beresse. Ceci nous 

donnait l'opportunité d'évaluer, dans chaque cas, l'effet d'une co-infection par S. haematobium 

ou S. mansoni sur la réponse immune hétérologue. 

Dans les deux cas, la co-infection bilharzienne régule la réponse immune anti-28GST en 

l'orientant vers l'isotype IgA. Aucune variation pour les autres isotypes n'a été observée, 

hormis les IgG3 dirigés contre la Sm28GST dans le foyer de Nder. En effet, les enfants 

doublement infectés présentaient un taux sérique plus élevé d'IgG3 spécifiques, 

comparativement au groupe mono-infecté par S. mansoni. Plusieurs explications pourraient être 

avancées. D'une part, les deux groupes étaient déséquilibrés en terme d'effectifs dans la 

population de Ndioungue M'Beresse (Sh: n=17; Sh/Sm n=44) ce qui ne permettrait pas 

d'évaluer d'une manière satisfaisante la réponse IgG3, dans le groupe mono-infecté. D'autre 

part, la particularité de la réponse immune spécifique à la Sm28GST dans ce foyer et/ou une 
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plus forte influence de la co-infection par S. haematobiwn sur l'immunité pourraient également 

intervenir. 

Pour le foyer de Nder, la co-infection bilharzienne semble agir sur la balance isotypique 

IgG3/IgA en faveur d'une réponse IgA anti-28GST. Nous avons précédemment décrit cette 

régulation isotypique liée à l'effet du traitement au PZQ chez les adultes infectés par S. 

haematobiwn (Chap. IV). Cette orientation particulière de la réponse immune anti-28GST 

semble être caractéristique d'une maturation de la réponse spécifique. En effet, la présence de 

l'isotype IgA est souvent associée à la chronicité de l'infection parasitaire induisant la forte 

maturité de la réponse immune spécifique (Atkins et al., 1997; Salinas et al., 1996; Larsen et 

al., 1985). Ceci sera discuté ultérieurement dans un contexte général (Discussion générale et 

Perspectives). 

La Sm28GST et la Sh28GST partagent 90 % d'homologie de séquences en acides aminés 

(Trottein et al., 1992). Nous ne pouvons donc pas écater le fait que des anticorps spécifiques à 

la Sh28GST vont reconnaître également la Sm28GST et inversement, comme nous l'avons 

d'ailleurs montré dans le chapitre I dans la population infectée par S. haematobiwn à Ourou

Madiou. Néanmoins nous ne mettons pas en évidence une différence quantitative de la réponse 

globale dirigée contre la 28GST entre les enfants co-infectés et les enfants mono-infectés mais 

uniquement une différence qualitative. Par exemple dans le village de Nder, les individus co

infectés par S. haematobiwn et S. mansoni ne présentent pas une réponse Ig (H + L) plus élevée 

que les enfants uniquement infectés par S. mansoni. Seule une différence dans les réponses 

IgG3 et IgA anti-Sm28GST est observée entre les deux groupes indiquant que cette co-infection 

influence uniquement une régulation qualitatif du profil isotypique de la réponse immune 

spécifique. 

L'influence des cytokines intervenant dans cette régulation isotypique pourrait être 

prépondérante. Ainsi, le TGFf3 et l'IL-10 interviennent en synergie dans l'induction de la 

production des !gA (De france et al., 1992). Aucune étude de la production des cytokines n'a été 

réalisé dans la population de Nder. En revanche, nous avons évalué la production des cytokines 

après stimulation in vitro par la Sh28GST des cellules mononuclées du sang, chez les enfants de 

la cohorte de Ndioungue M'Beresse (technique du "sang total" mise au point au laboratoire de 

Sor). 

Comme nous l'avons observé précédemment (chap. I), la production de cytokines spécifique à 

la Sh28GST est très faiblement détectée chez les enfants infectés par S. haematobium. 

Néanmoins, la production moyenne de TGFf3 semble plus importante dans le groupe 

doublement infecté comparativement aux enfants mono-infectés (47,1±46,3 vs 35,7±32,5 

pg/ml, respectivement). Cette différence n'est pas significative mais les effectifs entre les deux 

groupes ne sont pas équilibrés comme nous l'avons signalé plus haut. Aucune différence n'a été 

détectée pourla production d'IFNy, de TNFa, d'IL-6, d'IL-10 et d'IL-13. 
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Effet de la co-infection par P. falcivarwn : 

Chez des enfants infectés par S. haematobium (village d'Ourou-madiou), la présence du 

paludisme semble réguler positivement la seule réponse IgG3 spécifique aux antigènes de 

schistosomes. Contrairement à ce que nous avons observé précédemment dans le cas d'une co

infection bilharzienne, la co-infection palustre est capable d'orienter à la fois la réponse immune 

anti-SEA et anti-Sh28GST. 

Il est à noter que l'effet d'une telle co-infection a été également évalué chez les enfants infectés 

par S. haematobium dans la cohorte de Ndioungue M'Beresse (prévalence de co-infection 

palustre de 69%). Les résultats n'ont pas été présentés dans ce chapitre car les deux groupes 

d'infection étaient composés d'un très faible effectif (Sh: n=8; Sh/Pf: n=9). Néanmoins, la 

réponse IgG3 anti-Sh28GST était également plus importante chez les enfants doublement 

infectés (moy. ADO = 0,98±0,69) comparativement aux enfants uniquement infectés par S. 

haematobium (moy. AOO = 0,56±0,51). Bien que cette différence ne soit pas significative, 

l'influence de la co-infection palustre semble provoquer la même régulation de la réponse 

immune spécifique à la Sh28GST dans cet autre foyer. 

Une infection par P. faldparwn est connue pour induire la production majoritaire des isotypes 

IgGl et IgG3, notamment vis-à-vis des antigènes spécifiques MSP 1 et 2 (Merozoite Surface 

Protein), deux des candidats vaccinaux les plus prometteurs (Taylor et al., 1995; Nguer et al., 

1997). La présence de ces deux isotypes cytophiliques et capables de fixer certaines molécules 

du complément, pourrait prévenir l'invasion des érythrocytes par les parasites et ainsi 

compromettre le cycle asexué de P. falciparum 

Une étude en Gambie indique cependant que les réponses IgG3 et IgG 1 spécifiques à MSP2 ne 

semblent pas jouer un rôle similaire dans l'immunité protectrice (Taylor et al., 1998). En effet, 

la présence des IgG3 spécifiques, majoritaire chez les adultes, semble être associée à la 

résistance au neuropaludisme tandis qu'une forte réponse IgGl anti-MSP2 était prépondérante 

chez les patients présentant des formes graves. Ces résultats suggèrent que l'acquisition de la 

réponse IgG3 spécifique pourrait jouer un rôle prépondérant dans l'immunité protectrice, et ceci 

d'un point de vue clinique. 

Le rôle de l'IL-l 0 dans la production des isotypes IgG 1 et IgG3 par les cellules B a été 

démontré chez l'homme (Brière et al., 1994). Chez des adultes infectés par P. faldparum au 

Sénégal, Garraud et al. (1999a) ont démontré le rôle spécifique de cette cytokine dans la 

sécrétion des IgG spécifiques du fragment C-terminal de la protéine MSPl, nommé MSP1 19, 

représentant un des candidats vaccinaux majeurs vis-à-vis des stades sanguins de l'infection. Ce 

même effet a été également observé après stimulation in vitro de cellules B provenant de patients 
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sains (Garraud et al., 1999b). Une forte présence d'IL-10 circulante étant détectée dans le sang 

de patients infectés (Peyron et al., 1994 ), ces auteurs suggèrent que la production des IgG 1 et 

des IgG3 spécifiques est fortement régulée par l'IL-10 au cours de l'infection palustre. 

Dans la cohorte de Wourou-Madiou, la production des cytokines a été évalué après stimulation 

in vitro par la Sh28GST ou le SEA des PBMC des enfants mono-infectés ou co-infectés par P. 

faldparwn (non montrés). Cette production spécifique chez les enfants était relativement faible 

quelque soit la cytokine étudiée. Néanmoins, la production d'IL-l 0 spécifique au SEA était 

majoritaire dans le groupe doublement infecté (86,62±49,7 ng/ml vs 61,35±21,54 ng/ml). Une 

telle différence n'était pas observée pour les autres cytokines étudiées (IFNy, TNFa, IL-12 et 

IL-5). La co-infection palustre pourrait donc favoriser la production d'IL-10 spécifique 

intervenant dans l'augmentation de la réponse IgG3 dirigée contre les antigènes parasitaires 

totaux du schistosome. 

En revanche, aucune différence dans la production d'IL-10 spécifique à la Sh28GST n'a été 

observée entre les deux groupes d'infection. Ce même résultat est obtenu pour le TNFa, l'IL-6 

et le TGFf3. Par contre, une production plus élevée d'IFNy est observée chez les enfants 

doublement infectés (130±180 vs 30±40 pg/ml). Mais cette différence n'est pas significative 

avec le test de Mann-Withney (P<0,05 par le test ANOV A), probablement dû au faible nombre 

de "positifs" et à de fortes variations individuelles dans chaque groupe. 

Il a été décrit dans de nombreuses infections humaines induisant une réponse de type Thl 

(Syphilis, Rubéole, Virus Syncytial Respiratoire), et en particulier dans la Borreliose à B. 

burgdoiferi (maladie de Lyme), que la forte présence d'IFNy était associée à une réponse 

isotypique majoritairement IgG3 (Widhe et al., 1998). Le rôle de cette cytokine sur la régulation 

des IgG3 reste cependant controversé chez l'homme et semble dépendre de l'infection étudiée. 

Dans le cas d'une co-infection par P. faldparwn, l'augmentation de la réponse IgG3 anti

Sh28GST pourrait être associée à la régulation IFNy -dépendante. Bien que non montrée vis-à

vis de la Sh28GST, l'influence de l'IL-10 ne peut pas être écartée car sa forte production a été 

détectée vis-à-vis du SEA dans le groupe doublement infecté. De plus, des taux élevés d'IFNy 

et d'IL-l 0 sériques sont retrouvés chez les mêmes patients au cours de l'infection palustre aiguë 

(Wenish et al., 1995). Une coopération entre ces deux cytokines pourrait ainsi intervenir dans la 

régulation de la production des IgG3 spécifiques au cours d'une co-infection 

plasmodium/schistosomes. 

L'influence d'une co-infection bilharzienne sur la réponse immune spécifique aux antigènes de 

P. faldparwn pourrait également être évaluée chez des individus doublement infectés. Ces 

perspectives sont à la base d'un projet intitulé "Neuropalusdisme : approches épidémiologiques, 

expérimentales et pharmacologiques" (responsable: Prof. M. Capron, INSERM Ul67) accepté 
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par le programme VIHP AL (Ministère de l'éducation nationale, de la recherche et de la 

technologie). 

En particulier, il serait intéressant d'analyser l'effet de la co-infection par S. haematobium sur la 

réponse immune spécifique aux antigènes MSPl et MSP2 développée au cours de l'infection 

palustre et qui présente la particularité d'être associée à une réponse anticoxps de type IgG3. 

La présence d'une co-infection induit ainsi un profil de réponse immune anti-28GST variable 

selon le type de co-infection étudiée. De plus, la co-infection bilharzienne semble orienter 

spécifiquement l'immunité dirigée contre les 28GST alors que celle par P. falciparum régulerait 

les réponses vis-à-vis de l'ensemble des antigènes du schistosome. 

Dans les pays en voie de développement, la présence endémique de co-infections, en particulier 

du paludisme, pourrait être retrouvée dans la plupart des foyers d'infection à S.haematobium. 

Au cours de futurs essais cliniques, l'influence de l'agent palustre sur la réponse immune 

dirigée contre un antigène vaccinal devra être prise en compte non seulement lors de l'évaluation 

de l'immunogénicité du candidat vaccin mais également lors de l'étude de l'efficacité vaccinale. 
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VI) Essai clinique "Bilbvax" de Phase la: 

Résultats d' immunogénicité 

L'essai clinique a été réalisé au Centre d'Investigation Clinique (CIC) du CHR de Lille, sous la 

responsabilité du Professeur Ch. Libersa. Dans cette étude, l'investigateur était l'Institut Pasteur 

de Lille (investigateur principal: Prof. A. Capron), le promoteur était la Délégation Régionale à 

La Recherche (Nord-Pas de Calais). L'étude a été fincancée par l'INSERM. 

C'est une étude en simple aveugle, monocentrique, contrôlée et randomisée chez 3 groupes de 

volontaires sains. 

Après les études de toxicologie réalisées par la société CERB montrant la parfaite innocuité de la 

préparation vaccinale Bilhvax chez l'animal (Introduction, chap. IV.4.5), le premier essai 

clinique chez l'homme concernant un vaccin anti-bilharzien a débuté courant 1998. 

Les dates importantes concernant la mise et en place et la réalisation de cette étude sont indiqués 

ci-dessous: 

- 30/06/97: Avis favorable du Comité Technique du CIC 

- 07110/97: Avis favorable du CCPPRB de Lille (Comité Consultatif de Protection des 

Personnes dans la Recherche Biomédicale) 

- 28/04/98: Avis favorable de l'Agence du Médicament 

- 15/06/98: Premières présélections des sujets 

- 22/09/98 : Inclusion du premier sujet 

- 28/09/98 : Première administration chez le premier sujet 

- 22/06/99: Fin de l'essai clinique au CIC 

- 22/09/99 : Contrôle et validation des résultats d'innocuité (CIC) et d'immunogénicité 

- 0 Ill 0/99 : Levée des codes 

Objectifs de l'étude : 

L'objectif principal de la Phase la était d'évaluer l'innocuité de la préparation vaccinale chez des 

volontaires sains. L'immunogénicité est l'objectif secondaire de cet essai clinique et a pour but 

d'évaluer la réponse immune humorale et cellulaire induite après administration du candidat 

vaccinal. 

-Innocuité: Cette partie clinique a été réalisée au CIC de Lille. 

La présence d'effets indésirables immédiats, ou à long terme, après administrations a été évaluée 

par l'observation des critères cliniques suivants: tolérance locale, régionale et générale; 
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observation de la fréquence cardiaque et respiratoire; suivi des paramètres biologiques tout au 

long de l'étude (hématologie, biochimie). 

- Iromuno~énicité : 

L'induction d'une réponse immune anti-Sh28GST après vaccination a été évaluée pour les 

réponses anticorps et cellulaire spécifique: 

(1) Réponse anticorps : dosage des différents isotypes et évaluation de 

l'inhibition de l'activité enzymatique de la Sh28GST par les anticorps 

(2) Réponse cellulaire : prolifération des cellules mononuclées et dosage des 

cytokines immunorégulatrices dans les surnageants de culture après stimulation in vitro par la 

Sh28GST. Ces études ont été réalisées par la technique du "sang total" qui ne nécessite pas la 

purification des PBMC et permet d'utiliser une quantité de sang moins importante. 

Vl.l) Protocole de l'étude: 

Produits utilisés: 

La Sh28GST présente dans la préparation vaccinale est une protéine recombinante produite à 

partir de la levure Saccharomyces cerevisiae, selon les normes GMP (Good Manufactoring 

Practices), par la société Eurogentec (Belgique). La préparation vaccinale se présentait sous 

forme lyophilisée. 

L'adjuvant utilisé est l'hydroxyde d'aluminium (Alun, A.lz03, Alhydrogel 2 %; Superfros 

Biosector, Suède). Cet alun fait partie des adjuvants pouvant être utilisés chez l'homme pour les 

préparations vaccinales (Pharmacoppée Européenne, Editions 1998). La solution d'alun a servi 

à la fois d'excipient à la Sh28GST (reconstitution de la Sh28GST lyophilisée avant 

l'administration) et de placebo (Alhydrogel 2 % ). 

Critères d'inclusion des sujets: 

Les sujets caucasiens étaient de sexe masculin, âgés de 18 à 30 ans. Ils ne présentaient pas de 

paramètres cliniques, biologiques perturbés (évaluation au CIC). Lors d'une bilan de pré

inclusion, nous nous sommes également assurés que les sujets ne présentaient pas d'anticorps 

anti-Sh28GST. 

Protocole d'administrations: 

L'étude a été réalisée sur 3 groupes de volonatires sains répartis ainsi: 
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- 8 sujets recevants uniquement l'adjuvant (Alun)- sujets Placebo 

- 8 sujets recevants la préparation vaccinale Sh28GST à une dose de 100 !Jg par 

administration et par individu 

- 8 sujets recevants la préparation vaccinale Sh28GST à une dose de 300 !Jg par 

administration et par individu 

L'administration de la préparation vaccinale ou du placebo a été réalisée par voie sous-cutanée 

(région deltoïdienne; 0,5 ml/injection). 

Dans ce chapitre, aucune donnée concernant les paramètres cliniques et biologiques ne seront 

présentés. Ces résultats ont été "gelés" avant la levée des codes et sont actuellement en cours 

d'analyse statistique. Cependant, aucune réaction néfaste n'a été observée chez les sujets, ayant 

reçu le placebo ou la préparation vaccinale. 

Les administrations et les jours de prélèvements sanguins pour l'étude d'immunogénicité sont 

présentés sur le schéma ci-dessous pour le groupe vacciné (100 !Jg x 3) et le groupe placebo 

(Alun x 3): 

Administrations~ ~ ~ 
Jours 0 21 28 49 120 150 165 180 

Anticorps + + + + + + + + 

Cellulaire + + + 

Le protocole initial prévoyait uniquement deux administrations. Suite à l'observation d'une 

absence complète de réactions secondaires, la décision de réaliser une troisième injection de 

Sh28GST pour la dose de 100 !Jg a été prise. Dans ce groupe, 6 sujets ont participé au 

protocole jusqu'à son terme (J180). Une troisième administration de la solution d'alun a 

également été effectuée chez 7 sujets du groupe Placebo. 

Une troisième administration n'a pas été réalisée chez les sujets ayant reçu la Sh28GST à la dose 

de 300 !Jg et la fin des prélèvements se situait donc à J120. Pour ce groupe, les résultats 

d'immunogénicité ne seront pas présentés ici car deux administrations à une dose de 300 !Jg ont 

induit une réponse immune spécifique (anticorps et cellulaire) similaire à celle observée avec 

deux administrations de la dose 100 !Jg. 
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VI.2) Réponse humorale spécifique induite après administrations: 

VI.2.1) Résultats après deux administrations: 

La réponse isotypique a été évaluée sur les deux groupes suivants : 

-groupe Sh28GST: deux administrations- dose 100 11g de rSh28GST +Alun 

- groupe Placebo : deux administrations - Alun seul 

Le dosage de la réponse lgG anti-Sh28GST et des différents isotypes a été réalisé par ELISA 

(Annexe X) et est représenté par le titre en anticorps pour chaque sujet. Les tests statistiques 

comparant les moyennes entre chaque jours ont été évaluées par le test de Mann-Withney 

(données appariées). 

Fh:· VI.l :Réponse I~G anti-Sh28GST après deux administrations 

Sh28GST Placebo 

Titre 

5000 -

0~~~--~------~--~ , 1 

0 50 100 0 50 100 

t 1 Jours t 1 Jours 

Une seule administration de la Sh28GST a induit une faible mais significative production d'lgG 

spécifique (P<0,05 - J0/128). Une forte augmentation de la réponse IgG anti-Sh28GST est 

observée 21 jours (J49) après la seconde injection (128) chez les 8 patients immunisés (P<0,05 

- J28/J49). La réponse immune induite est relativement homogène entre tous les patients et reste 

stable plus de deux mois de J49 à J 120. En revanche, aucune présence d'IgG spécifique n'a été 

détectée dans le groupe Placebo. 
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Fia. VI.2 : Réponse isotypique anti-Sh28GST (groupe Sh28GSTl 

6000~----------------------~ 600~----------------------~ 

Titre JgG 1 lgG2 

4000 400 

2000 200 

0 0 

0 50 100 0 50 100 

t t t t 
600 600 

Titre lgG3 lgG4 

400 400 

200 200 

0~~~~====~~~ 0 1---~~-.~~----~~~ 

0 50 100 0 50 100 

t t Jours t t Jours 

Bien que les 4 sous-classes soient induites après deux administrations, leur intensité respective 

et la cinétique de leur apparition ne sont pas identiques. En effet, les titres en anticorps pour 

l'iso type lgG 1 sont plus élevés (échelle à 6000) par rapport aux autres isotypes (échelle à 600). 

Cette réponse IgG1 est homogène chez tous les sujets à J49 et ne semble pas évoluer jusqu'à 

J120 (excepté pour 1 sujet). L'induction d'une réponse lgG3 anti-Sh28GST est également 

observée à J49, chez les 8 individus vaccinés (P<0,05). Cette réponse isotypique apparaît 

hétérogène et la présence de ces anticorps décroît entre J49 et J120 (P<0,05). Il est à noter 

qu'une seule administration de la Sh28GST induit une réponse lgG 1 significative chez 7 sujets 

sur 8 (P<0,05) et lgG3 chez 3 sujets. En revanche, les titres des IgG2 et lgG4 sont peu élevés 

et ces deux isotypes ne sont pas induits chez tous les patients (4/8 pour IgG2; 6/8 pour lgG4). 

De plus, la réponse lgG4 n'apparaît qu'à J120 (excepté un seul sujet à J49). Le dosage des IgA 

sera présenté ultérieurement. 
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Aucune production de l'isotype IgE n'a pu être observée. Dans le groupe Placebo, aucune 

présence d'anticorps spécifique n'a été détectée et ceci, quelque soit l'isotype. 

L'inhibition de l'activité enzymatique de la Sh28GST a été évaluée en présence de chaque sérum 

des sujets du groupe vacciné ou placebo (Annexe Xl) . L'inhibition est calculée en pourcentage 

selon la formule: 100-(YxlOO/Z). Pour le même sujet: Y représente l'activité enzymatique de la 

Sh28GST en présence du sérum du sujet après immunisation (J28 à 1120) et Z, l'activité de la 

Sh28GST en présence du sérum à JO . 

Ces tests d'inhibition sont réalisés en utilisant différentes concentrations de Sh28GST (2 à 20 

!Jg/ml) ce qui permet d'exprimer les résultats par une IC50 (pmole/ml). L'IC50 correspond à la 

quantité de Sh28GST dont l'activité enzymatique est inhibée à 50% pour 1 ml de sérum. Cette 

technique permet un calcul plus fiable puisque les résultats obtenus sont dose-dépendants. Les 

résultats individuels sont présentés pour le groupe ayant reçu la dose de 100 !Jg et le groupe 

placebo. 

Fh:· YI.3 ; Inhibition de l'activité enzymatique de la Sh28GST 

Sh28GST Placebo 

300 

-

-

100 
-

0 ~----~--~==------~----_J 1 

0 

t 
50 100 

1 Jours 
100 0 

t 
50 

1 Jours 

Seul un sujet vacciné présente une inhibition significative après une seule administration (J28) 

qui augmente après la seconde injection. Une inhibition de l'activité GST n'est seulement 

détectée qu'à la suite de la seconde administration (J49) chez les 7 autres patients vaccinés 

(P<0,05 - JO/J49). Deux mois après cette seconde administration (1120), l'inhibition est 

observée chez 7 patients indiquant que la capacité fonctionnelle des anticorps spécifiques semble 

rester stable au cours de cette période. En revanche, aucune inhibition de la Sh28GST n'est 

observée dans le groupe Placebo. 
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VI.2.2) Effet d'une troisième administration: 

La préparation vaccinale (dose 100 !Jg de rSh28GST + Alun) ou l'alun seul a été administré à 

1150 pour 6 sujets du groupe Sh28GST ou 7 sujets du groupe placebo. 

Fi&. YI.4 : Réponse IaG anti-Sh28GST 

Sh28GST 

Titre 

10000 

5000 

0~~~~--------~------------~--------~ 

0 50 100 

t 1 
150 

1 
200 

Jours 

-

-

0 

t 1 

Placebo 

1 1 

50 100 
1 

150 

1 
200 

Jours 

La troisième administration de la Sh28GST induit une augmentation importante de la réponse 

lgG spécifique chez 5 sujets (P<0,05 - 1150/J165). Pour le sujet qui présentait le plus fort 

niveau d'anticorps à J150, l'augmentation existe mais est moins marquée. 

De 1165 à J180 (dernier prélèvement du protocole), les titres d'IgG spécifiques se stabilisent. 
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Fig. YI.S : Réponse isotypique anti-Sh28GST- groupe Sh28GST 
35950 (JI 80) 

15000 -,----------236.,.00...;.(1_16..;..5)---, 
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t t 1 
2220 
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200 

0 1---+-~~---..~--~~~-~ 

0 50 100 150 200 

t t 1 Jours 

De fortes augmentations des réponses IgG 1, IgG2 et IgG4 sont observées chez les 6 sujets, 

ayant reçu la troisième administration (P<0,05 - 1150/1165). La réponse IgG1 est nettement 

majoritaire d'un point de vue quantitatif. Pour cet isotype, deux patients présentent un niveau de 

réponse particulièrement très élevé à 1180. Une augmentation des réponses IgG2 et IgG4 est 

observée à J180, mais les titres sont très inférieurs à ceux observés pour les IgG 1. 

La troisième administration induit une augmentation significative des réponses IgG3 anti

Sh28GST (P<0,05- 1150/1165), mais d'une manière hétérogène (très faible pour 3 sujets mais 

relativement nette pour les 3 autres). Ceci confirme la diversité des réponses IgG3 déjà observée 

après deux administrations. 

Aucune production des différents isotypes n'est observée de 1150 à 1180 dans le groupe 

placebo. Aucune production d'IgE n'a été mise en évidence après la troisième administration de 

la Sh28GST. 



Résultats VI 220 

Fi~. VI.6 : Réponse I~A anti-Sh28GST après trois administrations 

150 

Titre 
lgA 

lOO 

50 

0 ~~~~~~~;2~~~~ 
0 50 lOO 150 200 

t t 1 Jours 

Comparativement aux isotypes IgG, la réponse IgA induite après deux ou trois administrations 

est faible en intensité (titre < 160). Sa présence est détectée à J49 chez 3 sujets (P<0,05 -

JO/J49) et elle augmente à 1165 chez 4 sujets (P<0,05 - 1150/1165). Cette augmentation est 

particulièrement marquée pour 2 sujets (titre> 100). 

Aucune présence d'IgA spécifique n'a été détecté dans le groupe placebo. 

Fh:. VI. 7 : Inhibition de 1' activité enzymatique de la Sh28GST 

1000 

il 
~ 750 a 
~ 
0 
li) 

~ 500 

0 50 100 150 200 

t 1 1 Jours 

Une forte augmentation de l'inhibition de l'activité GST est observée 15 jours après la troisième 

administration pour 5 sujets (P<0,05 - 1150/1165). Elle augmente encore entre 1165 et 1180 

(P<0,05). Cependant, la troisième injection n'a pas d'effet chez le sujet présentant la plus forte 

inhibition à 1150. Si chez 4 sujets, l'inhibition enzymatique n'était plus détectée à 1150, une 

forte IC50 était de nouveau observée à J 165, après la dernière administration. 
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L'ensemble de ces résultats démontre l'immunogénicité de la préparation vaccinale et la capacité 

des anticorps induits à neutraliser l'activité enzymatique de la Sh28GST. 

Cette propriété fonctionnelle des anticorps est détectée chez tous les sujets immunisés dés la 

seconde administration. L'effet d'une troisième administration provoque non seulement la forte 

augmentation des sous-classes IgG mais également l'apparition de l'isotype IgA, l'ensemble 

étant associé à une forte inhibition de l'activité enzymatique de la Sh28GST à 1165 et1180. 

Nous avons alors recherché si le profil de la réponse isotypique anti-Sh28GST observé pouvait 

être associé à la production de cytokines particulières après stimulation in vitro des cellules 

mononuclées du sang par la Sh28GST. 

Vl.3) Réponse cellulaire spécifique induite après administrations: 

La réponse cellulaire a été évaluée après mise en culture du sang des sujets prélevés à JO, J49 et 

1165 (voir Annexe XII). 

Après numération de la formule sanguine (résultat transmis par le CIC), le même nombre de 

cellules mononuclées (lymphocytes + monocytes) pour chaque échantillon a été mis en culture 

en présence de trois concentrations de Sh28GST (3, 10 et 30 J.lg/ml). Le BCG et la 

Concanavaline A (ConA) ont été utilisés comme témoins positifs de l'expérience. Le dosage des 

cytokines a été effectué dans les surnageants de culture après 3 jours (J3) et 5 jours (J5) de 

stimulation antigénique. 

VI.3.1) Lymphoprolifération après stimulation par la Sh28GST: 

Après 3 jours de stimulation avec la Sh28GST, aucune lymphoprolifération spécifique n'a été 

mise en évidence à JO, J 49 et J 165, et ceci quelque soit la concentration utilisée. En revanche, la 

présence du BCG et particulièrement celle de la ConA ont induit une forte stimulation de la 

prolifération cellulaire chez l'ensemble des sujets (non montré). 

VI.3.2) Production des cytokines spécifique de la Sh28GST: 

La présence de cytokines appartenant à des profils immunitaires différents a été évaluée: 

-Cytokines de type Th1 : IL-2, IFNy et IL-12 

-Cytokines de type Th2 : IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 

- Autres cytokines: TGFf3 

Nous ne présenterons ici que les résultats obtenus après 3 jours de culture (J3) en présence de 

10 J.lg/ml de Sh28GST. En effet, les données obtenues après 5 jours de cultures et/ou en 
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présence de 30 11g/ml de Sh28GST sont comparables. Seule la présence de 3 11g/ml de 

Sh28GST en culture (J3 et J5) a induit de plus faible production de cytokines (non montré). 

Le dosage des cytokines dans les sumageants a été réalisé en utilisant les kits Immunotech 

(Marseille, France). Après soustraction des valeurs détectées en l'absence d'antigène (= milieu 

seul avec cellules), les résultats sont exprimés en pg/ml ou en lU/ml (IFNy) et sont présentés en 

moyenne arithmétique pour chaque groupe (6 sujets pour le groupe Sh28GST et 7 sujets 

placebo). 

Fi&: . VI.8 :Productions des cytokines spécifique à la Sh28GST 
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Aucune production d'IL-4, de TGF13 (non montrés) et d'IL-12 a été mise en évidence après 

stimulation par la Sh28GST. La très faible présence d'IL-l 0 à 1165 dans le groupe Sh28GST 

n'est pas différente de celle observée à JO (NS). 

Une très faible sécrétion d'IL-2 est observée à J49 mais n'est détectée que chez un seul sujet 

immunisé (NS - J0/149). Après la troisième administration de la préparation vaccinale, la 
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sécrétion de cette cytokine augmente et est observée chez 4 sujets sur 6 (P<0,05 - J49/J165 et 

1011165). Tandis qu'aucune production significative d'IFNy n'est détectée à 149, la présence de 

cette cytokine semble augmenter à J 165 (seulement chez 3 sujets immunisés) mais la différence 

avec JO ou J49 n'est pas significative. 

Contrairement au groupe placebo, une production d'IL-5 et d'IL-13 spécifique est détectée après 

deux administrations de Sh28GST (P<0,05 - 101149). La troisième administration induit une 

augmentation de la production de ces 2 cytokines, chez les 4 sujets qui présentaient déjà à 149 

une sécrétion significative de ces 2 cytokines (P<0,05 - 14911165). Pour les 2 autres sujets du 

groupe Sh28GST, la présence de ces interleukines n'a pas été mise en évidence à J 49 et 1165. 

L'ensemble de ces résultats montre que le profil immunitaire induit par l'administration de la 

Sh28GST serait de type Th2 associé à une importante production d'IL-5 et d'IL-13, 

concomitante avec l'absence ou la très faible présence des cytokines de type Th1. La production 

de ces cytokines Th2 est observée dès J49 et augmente fortement 15 jours après la troisième 

administration. 

Vl.4) Reconnaissance de la Sh28GST native et des GST des 

différentes espèces de schistosomes par les anticorps induits après 

immunisation: 

Dans ce chapitre, des résultats préliminaires seront présentés concernant la capacité des 

anticorps anti-Sh28GST à reconnaître: 

-la Sh28GST présente dans les vers de schistosome 

- les 28GST de S. mansoni, S. japonicwn et S. bovis 

Cette étude a été réalisée par l'évaluation de l'activité enzymatique GST en présence des sérums 

des sujets vaccinés ou placebo. Le dosage des anticorps spécifiques n'a pas encore été effectué. 

VI.4.1) Inhibition de l'activité enzymatique GST de vers adultes: 

Les tests d'inhibition, présentés précédemment, avaient été réalisés en présence de la même 

protéine Sh28GST recombinante utilisée dans la préparation vaccinale. 

Nous avons voulu savoir si les anticorps anti-Sh28GST induits après immunisation avaient 

également la capacité d'inhiber l'activité enzymatique de la OST native présente chez les 

parasites adultes. Les sérums des sujets du groupe vacciné ou du groupe Placebo ont été 
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regroupés sous forme de "pool" et ont été incubés in vitro en présence de différentes 

concentrations d'antigènes totaux parasitaires (SWAP). Les résultats sont présentés en % 

d'inhibition calculé pour chaque pool de sérum selon la formule: 100-(YxlOO/Z). Y représente 

l'activité enzymatique GST dans le SWAP en présence du pool de sérum après administrations 

(1120 àJ180) et Z, l'activité GST dans le SWAP en présence du sérum à JO. 

La valeur IC50 n'ayant pas pu être calculée, les % d'inhibition sont exprimés en fonction de 

différentes concentrations de SWAP (125 à 1000 11g/ml). Il est à noter que cette expérience a été 

réalisé sur le SWAP provenant de l'espèce S. mansoni, seule espèce disponible dans notre 

laboratoire. 

Fi~:. VI.9 :Inhibition de l'activité enzymatique GST présente dans le SWAP 

60~------------------~ 

- - -·- - - 1120 Sh28GST 
• 1180 

20 - - -·- - - 1120 Placebo 
• 1180 

o+-~l==l~=r--~ 
0 250 500 750 1000 

SWAP (j..lg/ml) 

Aucune inhibition significative de l'activité enzymatique n'a été observé en présence des sérums 

du groupe placebo et du groupe ayant reçu deux administrations de la Sh28GST (J120). En 

revanche, une forte inhibition de l'activité GST est observée après la troisième administration de 

la préparation vaccinale (1180), et ceci pour la plus faible concentration de SWAP (125 !lg/ml). 

Ce pourcentage d'inhibition chute logiquement en fonction d'une concentration croissante de 

SWAP mais reste supérieur à celui observé pour le groupe placebo ou à 1120 pour le groupe 

ayant reçu deux doses de Sh28GST. 

Ces résultats montrent que les anticorps induits après une troisième administration de Sh28GST 

ont la capacité d'inhiber l'activité enzymatique des GST provenant des vers adultes. Ceci 

suggère que les anticorps spécifiques ont la propriété de reconnaître la 28GST native présent 

chez le parasite. 

L'activité GST mesurée dans cette expérience n'est probablement pas du à la seule présence de 

la 28GST et nous pouvons imaginer la participation d'autres GST parasitaires comme celle de 

26 kDa (Liu et al., 1995). Un pourcentage d'inhibition plus important aurait pu ainsi être 
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observé si nous avions incubé les sérums des sujets immunisés en présence de la 28GST 

purifiée à partir de vers adultes. 

Nous avons également évalué directement par dosage ELISA la reconnaissance de la 28GST 

native présente dans le SWAP provenant de S. mansoni. Une forte réponse IgG (H + L) et IgG 1 

a été mise en évidence dès J49 et augmente à J180 chez les sujets immunisés (non montré). Le 

profil de cette réponse anticorps est donc similaire à celui observé vis-vis de la Sh28GST 

recombinante confirmant que les anticorps induits après administration de la préparation 

vaccinale ont la capacité de reconnaître la 28GST native. 

VI.4.2) Inhibition de l'activité enzymatique des différentes 28GST de 

schistosomes: 

Les protéines 28GST clonées à partir des différentes espèces de schistosomes présentent une 

forte homologie de séquence entre elles (Trottein et al., 1992). De nombreuses expériences chez 

l'animal ont montré de plus que toutes ces GST seraient des candidats vaccinaux prometteurs 

contre les schistosomiases humaines (Sh28GST, Sm28GST, Sj28GST) ou bovine (Sb28GST). 

Nous avons donc recherché si les anticorps induits après administrations avec la Sh28GST 

avaient la capacité de reconnaître ces différentes GST et d'inhiber leur activité enzymatique. 

Cet effet a également été évalué vis-à-vis de la Sj26GST (aimablement fournie avec la Sj28GST 

parleProf. M. Taylor, SchoolofTropicalMedecine,Londres, U.K.). 

Les résultats présentés sont préliminaires car le test in vitro d'activité enzymatique n'a été réalisé 

qu'en présence du sérum d'un seul sujet immunisé (prélèvement à JO et J180). Nous avons fait 

ce choix car la plus forte inhibition de l'activité enzymatique de la Sh28GST avait été observé 

chez ce sujet et à J180 (voir Fig. VI.7). Les résultats sont exprimés en % d'inhibition calculés 

par rapport à la valeur d'activité enzymatique observée à JO (Annexe XI) et sont présentés pour 

une concentration en GST de 4 J,.lg/ml et de 10 J..lg/ml. La Sh28GST est utilisée comme témoin 

positif. 
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Fia. YI.lO ; Inhibition enzymatique des différentes GST de schistosomes par Je 

sérum d'un sujet immunisé 
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En présence d'une concentration en OST de 4J.tg/ml, nous observons une inhibition de l'activité 

enzymatique qui est élevée et identique quelque soit la 280ST. Par contre, à la concentration de 

10 J.tg/ml, le pourcentage d'inhibition de l'activité OST est différent selon la 280ST utilisée 

pour le test. En effet, l'inhibition apparaît plus faible pour la Sm280ST et la Sb280ST 

comparativement à la Sh280ST. Ceci est encore plus marqué avec la Sj280ST. 

Aucune inhibition de l'activité enzymatique de la Sj260ST n'a été détectée quelque soit sa 

concentration. 

Ces résultats indiquent que les anticorps induits chez ce sujet après trois administrations de 

Sh280ST ont la capacité d'inhiber l'activité enzymatique des 280ST provenant des différentes 

espèces de schistosomes. L'intensité d'inhibition semble cependant dépendre de l'origine de la 

280ST. En effet, la plus forte inhibition est observée avec la Sh280ST tandis que la plus faible 

est détectée avec la Sj280ST. Une valeur intermédiaire est mesurée pour la Sm280ST et la 

Sb280ST. 

Les administrations de la Sh280ST chez ce sujet serait donc capable d'induire des anticorps 

spécifiques, capables de reconnaître différentes 280ST. En revanche, aucun effet n'a été 

observé vis-à-vis de la Sj260ST, ce qui souligne l'importante spécificité de la réponse immune 

vis-à-vis des OST de 28 kDa. 

Les expériences d'inhibition de l'activité enzymatique de ces différentes OST pour les autres 

sujets et la caractérisation isotypique par ELISA seront réalisées ultérieurement. 
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VI.S) Résumé de discussion: Profil et fonctionnalité de la réponse 

immune induite après administration de la Sh28GST 

Nous avons montré que l'administration de la Sh28GST chez l'homme induit une réponse 

anticorps spécifique capable d'inhiber l'activité enzymatique de la Sh28GST chez tous les sujets 

vaccinés. La production spécifique des cytokines indique que cette réponse immune induite peut 

être associée à un profil de type Th2. 

Bien qu'une forte réponse immune anti-Sh28GST soit induite, une tolérance parfaite a été 

observée d'un point de vue clinique, après deux ou trois administrations. Ce résultat confirme 

les expériences de toxicologie réalisée chez le chien, le lapin et le rat chez qui les doses de 

Sh28GST adminsitrées étaient 2 à 50 fois supérieures à celle utilisée chez l'homme 

(Introduction, chap. IV.4.5). Dans cette étude pré-clinique, la réponse anticorps dirigée contre 

une GST placentaire humaine et une GST hépatique de rat avait été évaluée. Une absence totale 

de reconnaissance croisée était constatée chez les animaux immunisés, malgré une forte réponse 

IgG anti-Sh28GST. 

Au cours de cet essai clinique de Phase 1, la reconnaissance par les IgG(H + L) et IgG 1 générés 

d'une GST humaine majoritaire, la GST Jt, a été évaluée. Aucune reconnaissance croisée n'a été 

observée après deux ou trois administrations et ceci chez tous les volontaires immunisés (1120 

etJ180). 

VI.S.l) Profil de la réponse immune induite: 

Une seule administration de la Sh28GST est capable d'induire une réponse IgG anti-Sh28GST, 

détectable à J28 chez 7 sujets sur 8, et caractérisée par une réponse IgG 1 majoritaire. 

La réponse immune spécifique est fortement augmentée après deux administrations et présente 

les caractéristiques suivantes: 

- les réponses IgG et IgG 1 spécifiques sont homogènes chez tous les sujets du groupe 

Sh28GST 

- l'isotype IgG 1 est prédominant 

- cette réponse IgG 1 reste stable pendant plus de 2 mois, entre J49 et 1120 

-une réponse IgG3 est significativement observée chez tous les sujets à 149, mais elle 

est hétérogène dans son amplitude selon les individus 

-une faible réponse IgG2 et IgG4 est observée à 1120 pou 50% des sujets 

-une très faible réponse IgA apparaît chez 3 sujets à J49 

-aucune présence d'IgE n'a été détectée. 
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Effet d'une troisième administration : 

Le protocole initial de cet essai clinique ne prévoyait que deux administrations et devait se 

terminer à J120. Après avoir constaté la parfaite tolérance chez l'ensemble des sujets, la décision 

d'effectuer une troisième administration a été prise 

Une innocuité parfaite a été obtenue et l'effet d'une nouvelle administration de la Sh28GST a 

apporter des renseignements complémentaires à l'étude de l'immunogénicité. En effet, nous 

avons pu évaluer, d'une part, l'effet d'une restimulation de la réponse immune anti-Sh28GST, 

3 mois après son induction. D'autre part, cet effet pourrait être proche de celui que nous 

pourrons rencontrer après une administration chez des individus infectés, population présentant 

naturellement une réponse immune spécifique à la Sh28GST. 

L'effet de la troisième administration de la préparation vaccinale peut se résumer ainsi: 

- forte augmentation de l'iso type IgG 1 m~oritaire 

- légère augmentation des réponses IgG3 et IgG2 

- importante induction de l'isotype IgG4 

- nette apparition d'une réponse IgA chez 2 sujets 

- pas de détection de l'isotype IgE 

A la vue de l'ensemble des résultats, la cinétique d'apparition des différentes réponses 

isotypiques semble dépendre du nombre d'administration. En effet, une seule administration est 

capable d'induire les réponses IgG 1 et IgG3 chez quelques sujets. Ces deux réponses 

isotypiques sont fortement augmentées après la deuxième injection (J49). En revanche, la 

troisième administration induit la nette apparition des réponses IgG4 et lgG2 tandis que son 

effet sur l'isotype IgG3 semble plus faible. Enfin, même si la réponse IgA est faible 

comparativement aux réponses isotypiques de type lgG, son intensité maximale est détectée à 

J165 pour 2 sujets. 

La cinétique d'apparition de ces isotypes est sans aucun doute liée à la maturation de la réponse 

anticorps spécifique. En effet, l'évolution de la réponse immune vers la production d'un isotype 

particulier dépend du réarrangement des gènes codant pour la chaîne lourde des 

immunoglobulines. Le locus des gènes codant pour la chaîne lourde des Ig humaines est 

représenté sur le schéma suivant (les gènes codant pour les isotypes étudiés sont indiqués en 

rouge): 
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Au cours du déclenchement d'une réponse immune, les premiers gènes réarrangés sont les 

gènes 1-1. et ô codant respectivement pour les isotypes IgM et IgD. L'évaluation de ces 2 réponses 

isotypiques n'a pas été réalisée au cours de notre étude. 

Nous pouvons imaginer que l'effet de deux administrations de la Sh28GST pourrait se traduire 

par un réarrangement génétique rapide de la chaîne lourde aboutissant à l'expression 

préférentielle des gènes y 3 et y 1, codant respectivement pour les isotypes IgG3 et IgG 1. Suite à 

une nouvelle stimulation de cellules B spécifiques à la Sh28GST après la troisième 

administration, une commutation isotypique vers l'expression des gènes a 1, y 2 et y 4 a généré la 

production des IgA1, IgG2 et lgG4. 

Aucune production de l'isotype IgE n'a été mise en évidence jusqu'à 1180. Comme nous 

pouvons le voir sur ce schéma, le gène E codant pour la chaîne lourde des IgE est présent en 

position 3' après le gène y4. Ainsi, il n'est pas exclu que la commutation isotypique vers la 

production des IgE n'a pas encore eu lieu à 1180. Nous pouvons penser que l'évaluation de 

cette réponse isotypique à des temps plus tardif(> J200) ou suite à une quatrième administration 

aurait pu mettre en évidence la production spécifique de cet isotype. 

Une autre hypothèse pourrait également expliquer l'absence de détection d'IgE spécifiques. Il a 

été montré, dans le sérum d'individus infectés par S. mansoni, que la reconnaissance 

d'antigènes parasitaires (SWAP) par les IgE était inhibée par la présence d'une forte réponse 

lgG (Rihet et al., 1992). En effet, ces auteurs démontrent que la réponse IgE spécifique peut

être détectée après une immuno-purification préalable de cet isotype sur colonne. De plus, il a 

été constaté que cette compétition semblait dépendre de l'isotype lgG4 alors que la présence 

d'IgG 1, IgG2, IgG3 ou IgM spécifiques n'interférait pas dans le dosage des IgE anti-SW AP. 

Dans notre étude, la forte réponse IgG4 anti-Sh28GST observée après une troisième 

administration pourrait ainsi expliquer l'absence de détection des IgE spécifiques. Les dosages 

des IgE spécifiques après immunoprécipitation a également montré l'absence de détection de cet 

isotype. 

Il est largement décrit dans la littérature que les mécanismes de commutation isotypique sont 

dépendants de la stimulation des lymphocytes B par certaines cytokines immunorégulatrices 
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(Garraud et al., 1996). Nous avons alors analysé le profil de production des cytokines après 

stimulation in vitro des cellules mononuclées des sujets par la Sh28GST. 

Profil de la production des cytokines spécifig,ue de la Sh28GST: 

Notre objectif était de déterminer si le profil de la réponse isotypique pouvait être associé à celui 

de la production de cytokines de type Th1 ou Th2. 

Dans notre étude, une production spécifique d'IL-5 et d'IL-13 est détectée après deux 

administrations et augmentent fortement après la troisième. En revanche, aucune sécrétion 

spécifique d'IFNy et d'IL-12 n'a été mise en évidence. La sécrétion spécifique d'IL-2 est 

significative mais faible à J 165. Cette réponse cellulaire spécifique est caractéristique d'un profil 

de type Th2 ce qui est confirmé par la présence majoritaire de l'isotype IgG 1 (Romagnani et al., 

1994). L'alun utilisé comme adjuvant de la Sh28GST jouerait sans aucun doute un rôle 

important dans l'orientation de la réponse immune vers ce profil de type Th2 (Gupta et al., 

1995). 

L'IL-13 est capable d'induire non seulement la prolifération des lymphocytes B humains in vitro 

(Defrance et al., 1994) mais également leur différenciation en cellules productrices d'lgG 

(Cocks et al., 1993). De nombreuses études montrent que cette cytokine induit 

préférentiellement la commutation isotypique vers la production d'IgG4 et d'IgE et partage ainsi 

une grande similarité d'action avec l'IL-4 (Zurawski et al., 1994 ). 

Après trois administrations de Sh28GST, la forte production spécifique d'IL-13 est associée à la 

présence d'une réponse IgG4 anti-Sh28GST. Le rôle de l'IL-13 sur une production d'IgE anti

Sh28GST n'est pas à écarter dans notre étude. En effet, soit cet isotype n'a pas pu être détectée 

à 1180 du à la compétition de reconnaissance par les IgG4, soit cet isotype apparaît plus 

tardivement, comme nous l'avons indiqué précédemment. 

De façon étonnante, aucune sécrétion d'IL-4 n'a pu être détectée après stimulation in vitro par la 

Sh28GST alors que cette cytokine induit la commutation isotypique vers la production des 

lgG1, IgG3 et IgG4 (Fujieda et al., 1995). Dans notre étude, l'intervention de cette cytokine 

apparaît évidente mais plusieurs raisons pourraient expliquer le fait que nous n'avons pas pu la 

détecter. 

(1) L'IL-4 est une cytokine sécrétée par des cellules Th, au niveau de la rate et des ganglions et 

semble agir très localement au niveau de ces organes (de Waal Malefyt et al., 1995). Sa 

détection à un niveau périphérique, après stimulation in vitro des cellules immunitaires du sang, 

pourrait par conséquent s'avérer difficile d'un point de vue quantitatif. D'une manière générale, 

il est à noter que le rôle de cette cytokine sur la production d'isotypes particuliers a été 

notamment montré chez la souris, après culture de splénocytes (Mosmann et al., 1998) et, chez 

l'homme, après stimulation in vitro de cellules B en présence d'IL-4 recombinante (Fujieda et 
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al., 1995). Chez des patients infectés par S. numsoni, la présence de cette cytokine a été mise en 

évidence au niveau sérique mais uniquement après purification de cellules T puis obtention de 

clones Th spécifiques d'antigènes parasitaires (Couissinier-Paris et al., 1995). Cette technique 

aurait pu être réalisée mais elle nous apparaissait extrêmement difficile à mettre en place au cours 

d'un essai clinique. 

(2) La sécrétion in vitro d'IL-4 par les cellules CD4+ semble très transitoire dans le temps et son 

action est immédiate contrairement à l'IL-13 qui est produite pendant une longue période (de 

Waal Malefyt et al., 1995). A l'inverse de la production d'IL-13 détectée, l'évaluation de la 

production d'IL-4 à J49 et J165 pourrait être ainsi trop tardive. En effet, de fortes réponses 

IgG 1 et IgG4 étaient déjà apparues à cette date. 

Cette même explication pourrait être apportée pour l'absence de production d'IL-10 et de TGF13 

après stimulation in vitro par la Sh28GST. Il a été montré que l'IL-10 induit la commutation 

isotypique de cellules B humaines vers la sécrétion des IgG1 et IgG3 (Brière et al., 1994) et 

intervient, en synergie avec le TGF13, dans l'induction de la production des IgA (Defrance et al., 

1992). L'IL-10 joue probablement un rôle important dans l'orientation de la réponse anticorps 

anti-Sh28GST observée et sa présence aurait dû être détectée avant J 49 ou J 165. 

Néanmoins, il a été démontré que l'IL-13 était capable d'inhiber in vitro non seulement la 

production de cytokines pro-inflammatoires mais également celle de l'IL-10 par des monocytes 

humains (de Waal Malefyt et al., 1993). Après stimulation in vitro par la Sh28GST, la forte 

sécrétion d'IL-13 pourrait ainsi jouer ce rôle inhibiteur empéchant la détection de l'IL-10. 

Dans l'ensemble, les résultats obtenus sur la production de cytokines in vitro ne semblent pas 

démontrer une chronologie parfaite dans l'induction des différentes réponses isotypiques anti

Sh28GST. Par contre, les réponses anticorps et cellulaires ne sont pas contradictoires et sont 

nettement caractérisées par une orientation de type Th2 qui associe la production majoritaire 

d'IgG 1 in vivo et la sécrétion d'IL-5 et d'IL-13 in vitro. 

L'induction d'une réponse de type Th2 suite à l'administration de la Sh28GST chez des sujets 

sains nous apparaît extrêmement encourageante. En effet, de nombreuses études immuno

épidémiologiques suggèrent que ce profil immunitaire est associé à une protection contre les 

schistosomiases humaines. Ceci a été montré pour la réponse immune dirigée contre les 

antigènes totaux parasitaires (Dunne et al., 1995) mais également vis-à-vis de l'antigène 28GST 

spécifique (Capron et al., 1998). 
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VI.5.2) Capacité fonctionnelle de la réponse immune induite: 

Au cours de l'essai clinique, cet effet a été évalué par: 

- l'étude de l'inhibition de l'activité enzymatique de la Sh28GST 

-l'étude de la reconnaissance de la protéine 28GST "native" 

- Inhibition de l'activité enzymatique de la Sh28GST: 

Suite à deux administrations de la préparation vaccinale, une inhibition significative était 

observée à J49 chez tous les sujets, et restait détectable pendant plus de 2 mois chez 7 sujets sur 

8. Une troisième injection résultait en une forte augmentation de cette inhibition chez 5 sujets sur 

6. 

Dans l'ensemble, l'inhibition de l'activité GST semble suivre l'intensité de la réponse immune 

spécifique observée, ceci étant particulièrement visible vis-à-vis de la réponse IgG 1. Nous 

avons voulu déterminer si une réponse isotypique particulière pouvait être impliquée dans ce 

phénomène. Pour cela, un des moyens était de calculer pour chaque date de prélèvements les 

coefficients de corrélation entre le titre de chaque réponse isotypique et la valeur en IC50 de 

l'inhibition de la Sh28GST (tests de Kendall et Spearman). Seule la corrélation entre la réponse 

IgG3 anti-Sh28GST et l'inhibition de la OST était significative à J49 (P<0,05). Ce résultat 

significatif est surprenant compte tenu de la forte hétérogénéité de cette réponse isotypique 

observée à cette date et du nombre réduit d'individus. Néanmoins, ce résultat semble confirmer 

ce que nous avions précédemment observé chez les hommes infectés par S. mansoni où seul la 

réponse IgG3 spécifique semblait intervenir dans l'inhibition de l'activité enzymatique de la 

Sm28GST (Remoué et al, 2000). 

A la vue de ce résultat, l'inhibition de l'activité enzymatique de la Sh28GST ne serait pas 

proportionnelle à l'intensité d'une réponse isotypique particulière mais pourrait être engendrée 

par la présence d'un seul isotype présentant une forte capacité neutralisante. De plus, l'inhibition 

de l'activité enzymatique de la Sh28GST augmente significativement entre J165 et J180 alors 

que l'ensemble des réponses isotypiques ne semble pas suivre cet effet. Ce mécanisme 

d'inhibition pourrait être lié dans ce cas à une augmentation de l'affinité d'un isotype pour la 

Sh28GST. 

Nous pouvons imaginer que la capacité fonctionnelle de la réponse anticorps dépendrait à la fois 

du type d'isotype induit, mais également de leur affinité et de leur reconnaissance épi topique. En 

effet, il a été démontré que les peptides Net C terminaux (aa. 10-43 et 190-211, respectivement) 

étaient impliqués dans le site enzymatique des 28GST (Capron et al., 1998). Après 

immunisation chez l'animal, la réponse anticorps plus spécifiquement dirigée contre ces épitopes 



Résultats VI 233 

est en effet capable d'inhiber l'activité enzymatique des 28GST (Xu et al., 1991). Les 

différentes réponses isotypiques dirigées contre ces deux peptides, ainsi que leur affinité 

respective, seront évaluées prochainement. 

- Reconnaissance de la 28GST native: 

L'évaluation de la réponse immune a été présentée vis-à-vis de la reconnaissance de la 

Sh28GST recombinante. Une des questions fondamentales était de savoir si les anticorps 

spécifiques induits après administration de la Sh28GST avaient la capacité de reconnaître la 

28GST présente dans les vers adultes de schistosome. Après incubation des sérums en présence 

de SWAP, une reconnaissance par les IgG(H + L) et IgG 1 a été détectée et est comparable à celle 

observée vis-à-vis de la Sh28GST recombinante (non montré). 

Non seulement la réponse immune induite est capable de reconnaître la 28GST présente dans le 

vers mais elle présentait également la capacité fonctionnelle d'inhiber l'activité enzymatique 

GST. Ces résultats apparaissent encourageants avant la mise en place des essais cliniques de 

Phase II chez des individus infectés. 

-Inhibition de l'activité enzymatigue des GST des différentes esvèces de schistosomes: 

Les résultats présentés dans ce chapitre sont préliminaires car l'évaluation de l'inhibition 

enzymatique des différentes 28GST a été réalisée en présence du sérum à J180 d'un seul sujet 

immunisé. 

Néanmoins, nous montrons que les anticorps induits après administration par la Sh28GST ont 

la capacité d'inhiber l'activité enzymatique de la Sm28GST, la Sj28GST et la Sb28GST. Ainsi, 

les anticorps spécifiques à la Sh28GST présentent la propriété de reconnaître les différentes 

28GST qui sont décrites pour être des candidats vaccinaux prometteurs vis-à-vis de leur espèce 

de schistosome respective (Introduction, Chap. IV.4.4). 

Après administration de la Sh28GST, Sm28GST ou Sb28GST, il a été démontré chez l'animal 

que l'inhibition de leur activité enzymatique médiée par les anticorps était associée à un effet 

anti-fécondité (Boulanger et al., 1999; Capron et al., 1998: Grzych et al., 1998). De plus, 

l'immunisation par la Sm28GST est capable de conférer une protection chez des singes infectés 

par S. haematobiwn (Boulanger et al., 1995). Un tel effet hétérologue a également été observé 

suite à l'administration de la Sb28GST à du bétail naturellement infecté par S. mattheei (De Bont 

et al., 1997). 

A notre connaissance, cet effet inhibiteur n'a cependant pas été décrit pour la Sj28GST, mais il a 

été montré que l'immunisation de porcs avec la Sj26GST induit une réduction de la fécondité 
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des vers de l'espèce S. japonicum (Liu et al., 1995). Dans notre étude, nous montrons donc que 

des anticorps spécifiques à la Sh28GST sont capables d'inhiber l'activité de la Sj28GST. 

En revanche, aucune inhibition de la Sj26GST n'a été détectée. Nos résultats semblent indiquer 

la forte spécificité de la réponse immune induite après l'administration de la Sh28GST qui est 

capable de reconnaître uniquement les GST parasitaire de 28 kDa. Cette spécificité peut être 

comparée avec les résultats observés vis-à-vis des GST de mammifères où aucune réaction 

croisée n'a été mise en évidence au cours des études de toxicologie chez l'animal et vis-à-vis de 

la GST 1t humaine après administration chez l'homme. 

Les résultats observés avec la concentration en 28GST la plus importante (10 !Jg/ml) semblent 

indiquer que l'intensité de l'inhibition enzymatique dépend de la GST étudiée. En effet, le 

pourcentage d'inhibition est le plus important pour la Sh28GST alors qu'il est plus faible pour 

la Sm28GST et la Sb28GST. Cette variation peut être expliquée par la différence d'homologie 

de séquence en acides aminés qui existe entre la Sh28GST et les autres 28GST: 97% avec la 

Sb28GST, 90% avec la Sm28GST (Trottein et al., 1992). Alors que les acides aminés des 

séquences 10-43 et 190-211 sont identiques entre la Sh28GST et la Sb28GST, deux résidus 

sont différents pour chacun des 2 peptides entre la Sh28GST et la Sm28GST. 

Cette différence est encore plus marqué avec la Sj28GST qui présente la plus faible homologie 

(77%) avec la Sh28GST. En particulier, de nombreux acides aminés sont différents dans les 

séquences Net C terminales de ces deux protéines (Henk:le et al., 1990). Comme on peut s'y 

attendre, le pourcentage d'inhibition de la Sj28GST est le plus faible comparativement aux 

autres 28GST. 

Malgré cette variabilité, l'immunisation par la Sh28GST chez l'homme est capable d'induire des 

anticorps spécifiques présentant la capacité fonctionnelle d'inhiber différentes 28GST. Ainsi, 

l'administration de cette préparation vaccinale pourrait être envisagée contre les 3 types de 

schistosomiases majeures chez l'homme (S. haematobiwn, S. mansoni et S. japonicwn) et vis

à-vis d'une schistosomiase prédominante chez le bovin (S. mattheez). Compte tenu du coût 

important que représente la mise en place et la fabrication d'une protéine recombinante selon les 

normes GMP (Good Manufactoring Practices), cette stratégie pourrait s'avérer d'un grand 

intérêt économique et pratique. 

Les résultats observés au cours de cet essai clinique de Phase la sont tout à fait prometteur, tant 

d'un point de vue de l'innocuité que de l'immunogénicité, et nous ont permis d'envisager la 

réalisation des Phases II chez des individus infectés. 
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1) Immunité anti-schistosome au cours de l'infection 

humaine : particularité de la réponse immune 

spécifique aux 28GST? 

Au début des années 1930, les travaux de Fisher sur l'infection humaine à S. intercalatwn au 

Congo ont donné lieu à la naissance d'une nouvelle discipline biomédicale : l'immuno

épidémiologie (Fisher, 1934). Le but principal des études immuno-épidémiologiques reste le 

même: comprendre l'évolution des réponses immunes de l'hôte vis-à-vis d'agents infectieux 

afin d'élaborer et d'adapter des thérapies plus efficaces. Elles permettent de connaître 

l'importance des mécanismes effecteurs anti-infectieux et peuvent guider, confirmer ou infirmer 

les données immunologiques acquises lors des expérimentations animales. 

Les résultats obtenus chez des individus infectés représentent une base de travail, une 

orientation de recherche pour des études d'immunologie plus fondamentale, nécessitant bien 

souvent l'expérimentation animale. Les intéractions et la complémentarité entre la recherche 

épidémiologique sur le "terrain" et la recherche fondamentale à la "paillasse" ne peuvent être que 

bénéfiques pour comprendre l'immunité de l'hôte vis-à-vis d'un pathogène. 

Un des atouts mais également une des difficultés de l'immuno-épidémiologie est d'analyser les 

résultats non pas individu par individu mais à l'échelle d'une population. L'immunité anti

infectieuse est donc ainsi évaluer en fonction de différents facteurs pouvant influencer la 

régulation de la réponse immune : l'intensité d'infection, l'âge, le sexe, la résistance ou la 

susceptibilité à l'infection, les problèmes de nutrition, les prédispositions génétiques, les 

facteurs environnementaux ... 

Dans le cas de l'infection par les espèces majeures de schistosomes, de nombreuses études ont 

été réalisées dans différents foyers d'infection en Afrique (S. haematobiwn et S. mansoni), en 

Amérique du Sud (S. mansoni) ou en Asie (S. japonicwn). Dans la plupart des cas, l'objectif de 

ces études était d'évaluer les caractéristiques de la réponse immune de type protectrice. Une des 

premières caractéristiques importantes est que l'intensité d'infection est maximale chez les 

enfants puis diminue en fonction de l'âge. Cette observation suggère l'existence d'une 

résistance à l'infection chez les adultes. En effet, la réponse immune spécifique aux antigènes de 

schistosome s'acquière avec l'âge et semble devenir protectrice chez les adultes. 

Les études concernant l'évolution de la réponse immune après chimiothérapie anti-bilharzienne 

(praziquantel) ont confirmé l'acquisition d'une telle immunité protectrice au cours de l'infection. 

En effet, l'existence de populations dites résistantes ou susceptibles à la réinfection est observée 

quelques mois après le traitement. La comparaison des réponses immunes spécifiques entre ces 

deux populations permet de caractériser le profil d'une réponse immune protectrice. 
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Une relation étroite entre les réponses immunes de type Th2 et une résistance à la (re)infection a 

été observée dans de nombreux foyers d'infection à S. mansoni ou à S. haematobium (Dunne et 

al., 1995; Ham, 1997). Les réponses IgE anti-parasitaires semblent prépondérantes dans ce 

phénomène et joueraient un rôle important dans l'acquisition d'une réponse immune protectrice. 

La grande majorité des études immuno-épidémiologiques évalue les réponses immunes de l'hôte 

vis-à-vis de l'ensemble des antigènes parasitaires (SWAP et SEA). Mais nous pouvons nous 

demander si la réponse immune dirigée contre un antigène spécifique présente la même 

régulation et si son évolution est similaire au cours de l'infection humaine. 

L'expérience considérable acquise par notre laboratoire avec l'antigène 28GST a aboutit à la 

mise en place d'essais cliniques. Cette protéine, produite sous forme recombinante, représente 

aujourd'hui un des candidats vaccinaaux les plus prometteurs. Suite aux nombreux résultats de 

protection obtenus après l'administration des 28GST chez l'animal (Capron et al., 1998), il était 

nécessaire de continuer la caractérisation de l'immunité spécifique à cet antigène chez des 

individus infectés et d'évaluer son rôle dans l'acquisition d'une réponse immune anti

bilharzienne. 

1.1) Réponses anti-28GST et anti-Ag totaux évolution différente 

au cours de l'infection? 

1.1.1) Réponse immune anti-28GST et profil Th2: 

Dans notre étude, plusieurs caractéristiques de la réponse immune anti-Sh28GST ont été mises 

en évidence : 

- Les réponses lgG3 et lgA sont majoritaires chez les adultes et sont sexe-dépendantes 

-Aucune évolution de la réponse IgE n'a été observée en fonction de l'âge 

-Une trés faible réponse lgG4 a été détectée 

-Le traitement par le PZQ (suivi d'une réinfection) induit uniquement la régulation des 

réponses lgG3 et lgA 

Cependant, dans de nombreux foyers d'infection, une forte régulation des réponses IgE et IgG4 

dirigées contre les antigènes parasitaires totaux (SWAP, SEA) est observée en fonction de l'âge 

des individus. En effet, la réponse IgE augmente avec l'âge alors que l'effet inverse est 

observée pour l'isotype lgG4. Cette régulation isotypique age-dépendante a été observée dans 

l'infection à S. mansoni ou S. haematobium et dans des foyers récents ou anciens (Hagan et al., 

1991; van Dam et al., 1996). De plus, l'acquisition d'une résistance à la réinfection, après le 

traitement au PZQ, est associée à la présence d'une réponse IgE alors que la réponse IgG4 anti

parasitaire est prépondérante chez les individus susceptibles (Hagan et al., 1991). 
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Une telle variation de ces deux réponses isotypiques n'est pas observée dans l'immunité dirigée 

contre la Sh28GST. 

D'une manière générale, la production des isotypes IgE et IgG4 est associée à un profil 

immunitaire de type Th2. L'orientation de la réponse cellulaire spécifique aux antigènes 

parasitaires totaux vers un profil de type Th2 (présence d'IL-4 et d'IL-5) est importante au cours 

de l'infection bilharzienne et semble être associée à la résistance à l'infection (Pritchard et al., 

1997). L'existence de ce profil n'a pas été observé vis-à-vis de la Sh28GST et seule la 

production spécifique d'IFNy, de TNFa, d'IL-6, de TGF~ et d'IL-l 0 a été mise en évidence. 

En effet, nous avons montré l'existence de deux profils immunitaires distincts si nous analysons 

les résultats en fonction du sexe des individus infectés. Nous avons observé que la forte 

réponse IgG3 anti-Sh28GST, détectée chez les hommes, était associée à la sécrétion spécifique 

de l'IFNy et d'IL-10 alors que la présence majoritaire des IgA chez les femmes serait liée à une 

production de TGF~ et d'IL-10. 

L'existence de ces deux profils particuliers de production de cytokines a été précédemment 

décrit au niveau de sous-populations de lymphocytes T. Ainsi, chez des patients infectés 

chroniquement par la bactérie Borrelia burgdoiferi, agent étiologique de la maladie de Lyme, 

une nouvelle population de lymphocytes T, produisant à la fois de l'IFNy et de l'IL-10, a été 

décrite (Pohl-Koppe et al., 1998). De plus, l'IgG3 est un isotype majeur chez les patients 

infectés par cette borreliose alors que les réponses isotypiques de type Th2 (IgG4 et IgE) sont 

absentes (Widhe et al., 1998). 

Concernant le second profil immunitaire, il a été montré qu'une sous-population de lymphocytes 

T, nommé Th3, était capable de produire majoritairement du TGF~ et des taux variables d'IL-

10, après l'administration orale de la Myelin Basic protein (MBP) chez des patients atteints de 

scléroses en plaques (Fuk:aura et al., 1996). Ce profil de production des cytokines a été associé, 

dans de nombreux cas, à la production des IgA (W einer et al., 1997). 

Ces deux profils immunitaires semblent proches de ceux que nous avons observé en fonction du 

sexe des patients infectés. La réponse immune spécifique à la Sh28GST, acquise au cours de 

l'infection, ne semble donc pas être associée à un profil de type Th2. De plus, l'effet d'un 

traitement par le PZQ est connu pour réguler positivement la réponse immune dirigée vis-à-vis 

des antigènes parasitaires totaux vers un profil de type Th2. Dans notre étude, l'influence du 

PZQ semble particulièrement augmenter la réponse IgA anti-Sh28GST et nous pouvons 

suggérer que ce phénomène est associé à une régulation de la réponse immune de type Th3. 

La participation de ce profil immunitaire dans l'acquisition d'une résistance à la (re)infection au 

cours de l'infection chronique par les schistosomes devrait être prise en compte lors des futures 

études immuno-épidémiologiques. 
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1.1.2) Immunité anti-parasitaire en fonction du sexe: 

Nous avons montré, au cours de l'infection par S. haematobiwn ou par S. mansoni, que la 

réponse immune spécifique aux 28GST était sexe-dépendante. La réponse IgG3 est 

prépondérante chez les hommes adultes alors que la réponse IgA est plus important chez les 

femmes. De plus, cette variabilité se retrouve dans la capacité fonctionnelle des anticorps 

spécifiques à inhiber l'activité enzymatique de la 28GST. En effet, l'isotype IgG3 intervient 

dans ce phénomène inhibiteur chez les hommes tandis que cet effet est observé avec les IgA 

chez les femmes. 

Nos résultats indiquent cependant que cette différence sexe-dépendante n'est pas retrouvée pour 

la réponse immune dirigée contre l'ensemble des antigènes parasitaires (SEA). Dans d'autres 

foyers d'infection, seule une variation de la réponse IgG 1 et IgE anti-Ag totaux a précédemment 

été observée en fonction du sexe des individus infectés. Chez une population infectée par S. 

mansoni au Kenya, ces deux réponses isotypiques étaient significativement plus élevées chez les 

hommes que chez les femmes (y.! ebster et al., 1997) alors que l'effet inverse était observé dans 

une population infectée par S. haematobiwn (Mutapi et al., 1997). Dans ces deux cas, les 

auteurs suggèrent que la variabilité sexe-dépendante est attribuée à une différence d'intensité 

d'infection entre les hommes et les femmes. Or, dans notre étude concernant la population 

infectée par S. haematobiwn, l'intensité d'infection était similaire entre les deux sexes. Il semble 

ainsi relativement logique qu'aucune différence en fonction du sexe n'ait été observé pour la 

réponse immune dirigée contre les Ag parasitaires totaux. 

De plus, les réponses IgG 1 anti-SW AP et anti-SEA évoluent en fonction de l'âge des individus 

et cet isotype est majoritaire parmi les sous-classes d'IgG (Boctor et al., 1990) tandis que la 

réponse IgG1 spécifique à la Sh28GST semble très faible et ne varie pas en fonction de l'âge 

des individus infectés par S. haematobiwn . Au contraire dans notre étude, nous montrons que 

l'isotype IgG3 est majoritaire. 

La régulation des réponses immunes spécifiques des 28GST ne semble donc pas suivre celle 

observée contre l'ensemble des antigènes parasitaires. Or, les nombreuses études immuno

épidémiologiques sur la schistosomiase ont pennis d'estimer les caractéristiques du "profil 

protecteur", acquis au cours de l'infection. Mais, cette évaluation a été élaborée à partir 

d'observations immunologiques réalisées vis-à-vis des antigènes SWAP et SEA. Notre étude 

soulève donc le problème suivant : les caractéristiques de la réponse immune protectrice ne 

peuvent pas être estimées uniquement à partir d'études réalisées vis-à-vis de l'ensemble des 

antigènes parasitaires. En effet, l'utilisation du SWAP ou du SEA comme antigène vaccinal est 
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évidemment à exclure pour deux raidons principales. Premièrement, l'administration de ces 

antigènes totaux chez l'animal n'a jamais montré une efficacité vaccinale. Deuxièmement, leur 

production ne présentera jamais les avantages de celle d'une protéine recombinante qui sont 

nécessaires à la fabriquation d'un vaccin (normes GMP, production d'un lot homogène et en 

grande quantité). 

La connaissance, chez les individus infectés, de la réponse immune dirigée contre un antigène 

spécifique et potentiellement vaccinal semble ainsi prépondérante dans l'objectif de toutes 

stratégies thérapeutiques ou préventives contre la bilharziose. 

1.2) Antigène spécifique : particularités de la 28GST? 

Les réponses immunes anti-Sh28GST et anti-Sm28GST acquises naturellement au cours de 

l'infection par S. haematobium ou S. mansoni présentent les mêmes caractéristiques en fonction 

du sexe des individus infectés. D'une manière plus générale, nous pouvions nous demander si 

la régulation de l'immunité vis-à-vis de cet antigène est particulière à cette protéine ou si la 

réponse immune spécifique à d'autres protéines peut être comparable. 

Dans la population infectée par S. mansoni, nous avons évalué les réponses lgG3 et lgA 

dirigées contre la KLH, protéine partageant des épitopes communs avec un antigène spécifique 

de S. mansoni, la GP38 (Grzych et al., 1987). Aucune différence n'a été observée non 

seulement en fonction du sexe mais également en fonction de l'intensité d'infection, 

contrairement à ce que nous avions mis en évidence pour la réponse immune anti-Sm28GST 

(Remoué et al., 2000). Ce résultat suggère que la régulation de l'immunité spécifique en 

fonction du sexe est particulière à l'antigène 28GST. 

Malheureusement, nous n'avons pas eu l'opportunité d'évaluer les réponses immunes dirigées 

contre d'autres antigènes spécifiques des schistosomes. Une collaboration avec le Dr. David 

Williams (Université de l'Illinois, USA) est cependant en cours grace au Dr R. Pierce de notre 

laboratoire et concerne l'étude de la réponse immune vis-à-vis d'une thioredoxin peroxidase 

(Tpx), récemment clonée chez S. mansoni (Kwatia et al., soumis). La réponse humorale 

spécifique sera prochainement évaluée en fonction des différents paramètres étudiés vis-à-vis de 

laSm28GST. 

Dans la littérature, la reconnaissance d'autres antigènes spécifiques a été étudiée au cours de 

l'infection humaine et trois exemples peuvent être mis en relation avec nos résultats : 

(1) Il a été montré que la paramyosin de S. Japonicum (Sj97) était majoritairement reconnue par 

les isotypes IgE et IgA, chez des patients infectés aux Philippines (Hemandez et al., 1999). 
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(2) Une forte réponse IgG spécifique à un antigène de surface de S. mansoni (SmW68) a été 

détectée chez des individus infectés en Egypte, mais aucune différence n'a été observée en 

fonction de l'âge et du sexe (Ring et al., 1989). De plus, cette réponse isotypique était similaire 

entre des individus faiblement et fortement infectés. 

(3) Webster etal. (1998) ont démontré que la réponse isotypique dirigée contre une protéine de 

22.6 kDa du parasite S. mansoni (Sm22.6) est majoritairement de type IgE. Cette étude a été 

réalisée dans la même population où nous avions évalué la réponse anti-Sm28GST (village de 

Guidakhar), ce qui permet de comparer directement nos différents résultats. Dans leur étude, 

l'acquisition de la réponse IgE anti-Sm22.6 semble jouer seule un rôle dans la résistance à la 

réinfection, contrairement aux réponses isotypiques IgG3 et IgA (Webster et al., 1996). 

Ces quelques exemples indiquent que la régulation de la réponse immune spécifique à d'autres 

Ag ne semble pas présenter les mêmes caractéristiques que celle dirigée vis-à-vis de la 28GST. 

Si nous voulions clairement démontrer que la régulation de l'immunité spécifique est variable 

selon l'antigène étudié, il serait intéressant d'évaluer les réponses immunes contre différentes 

protéines chez la même population et en fonction des mêmes paramètres (âge, sexe, 

réinfection .... ). Une telle étude avait été initiée par l'OMS, dans un foyer d'infection à S. 

mansoni en Egypte, en utilisant les cinq candidats vaccinaux les plus prometteurs: Sm97, Irv-5, 

TPI, Sm23 et Sm28GST (Bergquist etal., 1998). Aucun résultat n'a été publié à ce jour. 

Perspectives : 

La régulation de la réponse immune anti-28GST est donc propre à cet antigène suggérant que la 

28GST pourrait jouer un rôle dans l'orientation de sa réponse immune spécifique. 

Cette protéine présente la particularité d'être une enzyme, capable de catalyser la réaction de 

conjugaison du glutathion (GSH) sur un substrat. La 28GST, une fois captée par une APC 

(cellule présentant l'antigène), se retrouve dans le cytoplasme et pourrait exercer son activité 

enzymatique dans la cellule hôte. Ceci aboutirait à la délétion du GSH endogène. La GST 

parasitaire aurait alors un rôle similaire à celui des GST normalement présentes dans les cellules 

de mammifères. Or, il a été démontré que la quantité de GSH disponible dans des APC 

intervenait dans la régulation du profil immunitaire et une déplétion de G SH orienterait 

notamment la réponse immune vers un type Th2 (Peterson et al., 1998). 

L'activité enzymatique de la 28GST interviendrait ainsi dans la régulation du GSH endogène 

des APC et pourrait moduler la production des cytokines. Cet effet serait évalué in vitro non 

seulement dans les cellules mononuclées d'individus sains mais également dans les cellules 

prélevées chez des individus infectés. La stimulation in vitro par la Sh28GST serait effectuée en 
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présence ou en absence d'inhibiteurs spécifiques des OST permettant de comparer le profil de 

production des cytokines. 

Une deuxième stratégie serait d'évaluer les réponses immunes spécifiques d'une protéine de 

schistosome possédant une autre activité enzymatique, telle que la glutathione peroxidase (Gpx) 

de S. mansoni qui a été clonée et caractérisée dans notre laboratoire (Roche et al., 1994) ou 

encore la Tpx précédemment citée. L'analyse du profil isotypique dans les sérums, et la 

régulation de la production des cytokines après stimulation in vitro des cellules mononuclées, 

pourraient être réalisées chez une population infectée. 

Ces études apporteraient de nombreuses informations non seulement sur le rôle de l'antigène 

dans l'orientation immunitaire mais principalement sur l'influence de l'activité enzymatique de 

ces protéines dans l'induction et/ou la régulation des réponses immunes spécifiques. 
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Il) Maturation de la réponse immune anti-28GST 

11.2) Au cours de l'infection 

11.2.1) Balance lgG3/IgA 

L'évaluation de la réponse immune au cours de l'infection humaine nous a démontré la 

régulation particulière des IgG3 et IgA spécifiques aux 28GST. L'influence des différents 

paramètres infectieux ou physiologiques sur cette régulation est résumé sur le schéma ci

dessous: 

Paramètres intervenant sur la réKulation isotypigue IKG31IKA 

Traitement PZQ 
(Femmes) 

Co-infection 
palustre (enfants) 

Traitement PZQ 
(Hommes/Femm 

les deux types de réponses isotypiques étaient majoritaires chez les adultes comparativement aux 

enfants indiquant que l'immunité spécifique à la Sh28GST semblait s'acquérir avec l'âge. 

L'influence d'une co-infection palustre ou bilharzienne chez les enfants (S. mansoni ou S. 

haematobium) semble accélérer cette régulation normalement age-dépendante. Mais, l'effet sur 

la balance isotypique n'est pas identique selon la nature de la co-infection. La co-infection 
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bilharzienne (Sm + Sh) oriente vers l'isotype IgA tandis que celle par P. falcipanon régule la 

réponse IgG3. 

Le pic des réponses IgG3 et IgA anti-Sh28GST est observé chez l'adulte, chez qui l'intensité 

d'infection par S. haematobium est la plus faible. Ces deux isotypes pourraient ainsi intervenir 

dans une résistance naturelle à l'infection. Ce rôle semble confirmé par l'étude la réponse 

immune anti-Sm28GST chez des individus infectés par S. mansoni. En effet, seule ces deux 

réponses isotypiques étaient positivement corrélées à l'inhibition de l'activité enzymatique de la 

Sm28GST et cette corrélation était uniquement détectée chez les individus présentant une faible 

intensité d'infection. Nous n'avons pas prouvé le rôle directe des IgG3 et IgA dans une 

"protection" acquise naturellement avec l'âge. Mais compte tenu des nombreux résultats 

observés chez l'animal ou chez l'homme, qui montrent une association entre l'inhibition de 

l'activité 28GST et un effet anti-fécondité (Capron, 1998), nos résultats suggèrent que ces deux 

isotypes pourraient jouer un rôle prépondérant dans l'immunité protectrice contre les 

schistosomiases. 

De plus, nous montrons que la régulation des réponses IgG3 et IgA anti-28GST avant 

chimiothérapie dépend du sexe des individus infectés. Par contre, le traitement par le PZQ n'a 

pas induit la même stimulation de la réponse immune spécifique selon le sexe des adultes. En 

effet, une augmentation de l'isotype IgG3 a été observé uniquement chez les femmes alors 

qu'une stimulation de la réponse IgA était détectée chez les hommes. L'influence du PZQ 

semblait donc "neutraliser" l'effet du sexe. 

Cependant, 5 semaines après le traitement, nous avons également observé une augmentation de 

la réponse IgA anti-Sh28GST chez les femmes. De plus, l'effet d'une réinfection parasitaire 

chez l'adulte (observée entre 5 semaines et 6 mois après le traitement) semble réguler la réponse 

immune spécifique en faveur de l'isotype IgA, mais cette fois-ci pour les deux sexes. A la vue 

de ces résultats, nous pouvons imaginer qu'une fois la réponse IgA est "installée" (femmes 

avant PZQ ou hommes après PZQ), une nouvelle stimulation (PZQ chez les femmes ou 

réinfection pour les deux sexes) induirait systématiquement la maturation de l'immunité 

spécifique vers l'isotype IgA dirigé vis-à-vis de la Sh28GST. 

11.2.2) Maturation de la réponse immune spécifique: vers 1 'isotype lgA? 

D'une manière générale, la réponse IgA est souvent associée aux infections chroniques telles 

que la schistosomiase, ou d'autres infections helminthiques comme la strongyloidiasis (Atkins 

et al., 1997) et l'onchocercose (Salinas et al., 1996). L'évaluation de cette réponse isotypique 
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pourrait représenter une valeur diagnostic de la chronicité, comme ce fut décrit dans l'infection à 

Yersinia enterocolitica (Larren et al., 1985). 

Dans notre étude, nous avons suggéré que le profil immunitaire associant la production de 

TGF~ et d'IL-l 0 et la présence de l'iso type IgA pourrait être une des caractéristiques de la 

maturation de la réponse immune spécifique à la Sh28GST. En effet, le TGF~ et l'IL-10 

interviennent dans l'induction de l'isotype IgA (Defrance et al., 1992) et ces deux cytokines 

sont capables d'induire la génération de lymphocytes T présentants un phénotype de cellules 

mémoires et "matures" (Genestier et al., 1999; Gerosa et al., 1996). 

La réponse IgA spécifique pourrait donc bien être caractéristique de la forte maturation de la 

réponse immune spécifique à la Sh28GST. 

Le traitement par le PZQ peut être considéré comme une nouvelle stimulation de l'immunité 

spécifique et nous avons montré son influence sur la régulation de l'isotype IgA. Si nous 

suggérons que l'augmentation de la réponse IgA correspond à une maturation de la réponse 

immune anti-Sh28GST, nos résultats peuvent être résumés par le schéma suivant: 

Effet du traitement sur la maturation de la réponse immune spécifique 

Femmes+ PZQ 

/ 
Femmes Hommes + PZQ 

infection + PZQ 

/ 
. f . / / m ectwn / 

'-nommes 

infection 

1 Enfants j Adultes 

Chez les enfants infectés par S. haematobium, une très faible réponse immune spécifique a été 

observée avant traitement, ce qui pourrait être représentatif d'une maturation "de base". L'effet 

d'une stimulation par le traitement (mais également par une co-infection bilharzienne) induirait la 

maturation de l'immunité spécifique vers une production d'IgA similaire à celle observée 

naturellement chez les adultes infectés. Chez ces adultes, nous pouvons suggérer que les 

femmes présentent une maturation de l'immunité spécifique plus importante que chez les 

hommes. L'association entre la réponse IgA et la maturation est également confirmée par les 

résultats obtenus après le traitement au PZQ chez les hommes où le niveau des IgA est devenu 

similaire à celui observé avant chimiothérapie chez les femmes. 
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L'ensemble de ces données suggèrent donc qu'une stimulation de la réponse immune anti

Sh28GST induit sa maturation vers l'isotype IgA. 

L'effet du traitement suivi d'une période de réinfection chez les femmes a induit une 

augmentation de'la réponse IgA, mais particulièrement dirigée contre le peptide 190-211. Ce 

phénomène n'était pas retrouvé dans la population masculine. Chez les femmes, la maturation 

de la réponse immune spécifique semble donc s'orienter non pas vers la réponse IgA dirigée 

contre la protéine entière mais plus spécifiquement vers cet épitope. Ainsi, nous pouvons 

imaginer que plus la réponse immune spécifique présente un profil "mature", plus son 

orientation sera en faveur d'une production d'IgA spécifique de l'épitope 190-211. 

Chez les femmes infectées par S. mansoni, l'inhibition de l'activité enzymatique de la 

Sm28GST était particulièrement associée à une forte réponse IgA spécifique du peptide 190-

211. L'isotype IgA semble donc présenter une forte affinité envers cet épitope N terminal. Ce 

résultat suggère également que l'inhibition de l'activité enzymatique GST représenterait une des 

caractéristiques de la maturation de la réponse immune spécifique. Ceci semble être confirmé par 

les résultats d'inhibition de la Sh28GST que nous avons observés après le traitement au PZQ 

d'adultes infectés par S. haematobiwn. En effet, ce traitement induisait un renforcement de 

l'inhibition de l'activité enzymatique. La période de réinfection résultait également en son 

augmentation. Ce phénomène était plus marquée chez les femmes que chez les hommes 

suggérant, une fois de plus, la forte participation des IgA spécifiques au peptide 190-211 dans 

la neutralisation enzymatique. 

La maturation de la réponse immune spécifique à la 28GST pourrait être caractérisée par la 

réponse IgA, probablement spécifique de l'épitope 190-211, capable d'inhiber l'activité 

enzymatique GST. Ce phénomène de maturation ici suggéré au cours de l'infection pourrait être 

associé à une résistance à la ré infection. Nous pouvons nous demander si il peut être induit 

après administration de la Sh28GST afin de générer un effet protecteur de la vaccination. 

11.2) Après administration de la Sh28GST 

11.2.1) Profil de la réponse immune spécifique: essai clinique de phase 1 

Trois doses de la préparation vaccinale (rSh28GST + Alun) ont été administrées chez des 

volontaires sains (hommes âgés de 18 à 30 ans). Chacunes d'entre-elles ont induit une 
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stimulation de la réponse immune spécifique caractérisée par la production des différentes 

classes isotypiques, excepté les IgE. 

Si l'isotype lgG1 est l'isotype majoritairement induit, nous focaliserons notre attention sur 

l'évolution des réponses IgG3 et IgA suite aux trois administrations, à la vue de nos précédents 

résultats. La fonctionnalité de la réponse immune engendrée est caractérisée par le niveau 

d'inhibition de l'activité enzymatique. Les résultats sont résumés sur le schéma suivant: 

Evolution des réponses isotypiques anti-Sh28GST après administration: 

Inhibition Inhibition 
lgA IgA 

lgG3 lgG3 IgG3 

IgGl lgGl IgGl 

t 1 
Itère adm-.1 12ème adml 13ème adm.l 

Une seule administration de Sh28GST était capable d'induire de faibles réponses lgG 1 et lgG3 

spécifiques qui augmentent fortement suite à la seconde injection. Deux mois après celle-ci, une 

troisième injection induit une augmentation de l'isotype IgG 1 tandis que la réponse IgG3 ne 

semblait pas varier. En fonction des administrations, l'intensité de l'inhibition enzymatique de la 

Sh28GST semble suivre celle de la réponse lgG 1, ce que nous n'avions jamais observé au 

cours de l'infection dans les populations humaines. 

Néanmoins, des similarités entre la réponse immune acquise au cours de l'infection et celle 

induite après immunisation peuvent être relevées. Tout d'abord, seule la réponse lgG3 anti

Sh28GST induite après deux administrations peut être statistiquement corrélée avec l'inhibition 

de l'activité enzymatique (P<0,05). Il faut noter que cet essai clinique a été réalisé chez des 

hommes âgés de 18 à 30 ans. Ce résultat semble indiquer que les lgG3, induits après 

immunisation, présentent une fonction neutralisante de la 28GST comme nous l'avions observé 

chez les hommes infectés par S. mansoni. 

Une seconde similarité concerne l'apparition d'une réponse lgA après immunisation par la 

Sh28GST. Non seulement, nous avons mis en évidence que deux administrations sont capables 

d'induire l'isotype lgA mais nous montrons également que cette réponse isotypique augmente 

après la troisième injection. La maturation de la réponse immune spécifique induite après 
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immunisation serait également caractérisée par l'augmentation de cet isotype. L'effet de la 

troisième illiection de la préparation vaccinale chez des individus sains pourrait donc se 

comparer à celui observé après le traitement des hommes infectés. Dans ces deux cas, une 

stimulation de l'immunité anti-Sh28GST induit une maturation vers la production de l'isotype 

IgA. 

Mais, nous pouvons nous demander si l'induction de la réponse lgA spécifique ne serait pas 

plus élevée si la Sh28GST était administrée chez des femmes adultes. Les résultats 

immunologiques observés au cours d'essais cliniques peuvent orienter les futures stratégies 

vaccinales contre différents pathogènes. La notion qu'une réponse immune spécifique peut être 

sexe-dépendante devrait ainsi être prise en considération lors des interventions 

immunothérapeutiques .. 

11.2.2) Administrations du candidat vaccinal chez les individus infectés 

A la vue de l'ensemble de nos résultats, pouvons nous émettre des hypothèses sur les résultats 

des futurs essais cliniques chez des individus infectés? 

La population cible des essais cliniques de phases II et III sera des enfants infectés. Or, nous 

avons montré qu'un traitement par le PZQ dans cette population était capable d'induire 

l'augmentation des réponses IgG3 et lgA anti-Sh28GST (sans aucune différence selon le sexe 

des enfants). Ce résultat indique que la réponse immune spécifique chez les jeunes individus 

peut être stimulée et s'oriente vers une réponse isotypique identique à celle que nous observons 

chez les adultes. 

Nous avons également démontré le rôle particulier de ces 2 isotypes sur l'inhibition de l'activité 

enzymatique de la Sh28GST. A la vue des nombreuses données chez l'animal (Capron et al., 

1998) et chez l'homme (Grzych etal., 1993), la capacité des anticorps anti-28GST à inhiber la 

fonction enzymatique des 28GST semble crucial dans la protection contre la schistosomiase, en 

induisant particulièrement un effet anti-fécondité des vers. 

La comparaison des réponses immunes obtenues chez des individus infectés et au cours de 

l'essai clinique de phase 1 semblent indiquer que notre stratégie vaccinale serait efficace contre la 

schistosomiase. Le principal objectif serait alors d'induire chez l'enfant infecté une forte réponse 

immune spécifique à la Sh28GST capable d'inhiber l'activité enzymatique de cette protéine. 

L'administration de la préparation vaccinale permettrait donc d'accélérer et d'orienter le 

développement de la réponse immune acquise naturellement avec l'âge. Cette notion peut être 

représentée par le schéma suivant: 
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Réponse anti-Sh28GST en fonction de l' â::e des individus infectés 

Enfants 

1 
Vaccination avec 

la Sh28GST 

Acquise au cours 
de l'infection 

Adultes 
Age 
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Nous pouvons nous demander quelles seront les caractéristiques de la maturation de la réponse 

immune spécifique après · l'administration de la Sh28GST chez les enfants infectés. En 

particulier, il est probable que la cinétique d'apparition des différentes isotypes soit différente de 

celle observée chez les volontaires sains en phase I. La réponse IgG 1 pourrait apparaître 

rapidement chez des enfants présentant déjà une réponse anti-Sh28GST acquise avec l'infection 

mais ne serait que très transitoire dans le temps. 

En effet, la maturation de cette réponse immune sera probablement accélérée chez ces enfants 

infectés et il ne serait pas étonnant de détecter précocement de fortes réponses IgG3 et IgA. 

L'exposition au parasite est pratiquement quotidienne dans la plupart des foyers d'infection et 

pourrait ainsi agir comme une stimulation continue de l'immunité anti-Sh28GST préalablement 

orienter par la vaccination. A la vue de nos résultats obtenus chez l'adulte, ce phénomène 

aboutirait à une maturation en faveur d'une forte réponse IgA capable d'inhiber l'activité 

enzymatique de la Sh28GST. Au cours des années qui suivent la vaccination, l'affinité de la 

réponse IgA pourrait être augmentée par les nombreuses réinfections. 

Au cours des phases Il chez l'enfant, l'immunisation par la Sh28GST sera systématiquement 

associée au traitement par le PZQ ce qui pourrait largement augmenter l'induction de la réponse 

IgA spécifique mais aussi l'orienter vers la reconnaissance de l'épitope 190-211. La synergie 

entre la vaccination et le traitement serait ainsi tout à fait adéquate pour induire une maturité de la 

réponse immune présentant un profil protecteur, capable d'induire un important effet anti

fécondité du parasite. 
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La stratégie néanmoins se doit d'être définie. Le PZQ doit-il être administré avant ou après 

l'immunisation par la Sh28GST? Le démarrage du protocole de vaccination par le traitement 

pourrait notamment niveler les réponses immunes de chaque individu (fortes variations 

individuelles) permettant à la vaccination d'induire une réponse homogène. La vaccination suivi 

par la chimiothérapie induirait probablement un affinement de la réponse immune spécifique, 

comme nous pouvons le suggérer d'après nos études. Nous ne pouvons pas imaginer, à l'heure 

actuelle, laquelle de ces deux stratégies sera la plus efficace pour induire une protection. C'est 

pour cela que les deux protocoles seront réalisées au cours des phases II et seuls les résultats de 

cet essai clinique permettront de choisir la meilleure stratégie pour déterminer la stratégie à 

adopter pour les phases III. 

Perspectives : 

Vaccin par voie orale? 

En plus des résultats encourageants pour les futurs essais cliniques chez les individus infectés, 

nos études semblent confirmer tout le bien fondé du développement d'une stratégie de 

vaccination non invasive par voie muqueuse. Depuis de nombreuses années, notre groupe de 

recherche a montré qu'une seule administration par cette voie de la Sm28GST, encapsulée dans 

des vecteurs synthétiques (microsphères et liposomes), était capable d'induire une réponse IgA 

locale et systémique (lvanoff et al., 1996; Baras et al., 1999). Récemment, Benoît Baras a 

montré qu'une seule administration orale de microsphères, contenant la Sh28GST, induisait une 

réponse anti-Sh28GST systémique grace à une libération prolongée de l'antigène. 

Une stratégie de vaccination par voie orale serait sans aucune doute déterminant pour les pays en 

voie de développement, en raison de son adaptabilité aux conditions du terrain et la non

utilisation d'aiguilles diminuant le risque de contamination. Dans le cas de la schistosomiase, la 

stimulation de la réponse lgA anti-28GST semble essentielle pour induire un effet anti-fécondité 

aboutissant à une réduction de la pathologie. La voir muqueuse favorisant ce type de réponse 

systémique semble donc tout indiquée. Pour ces raisons, un essai clinique de phase 1 

(Sh28GST) est envisagé par voie orale en utilisant les microsphères qui présentent les avantages 

d'être totalement appropriées à la vaccination chez l'homme (innocuité totale) et d'être 

véritablement adaptée aux conditions difficile du terrain. 
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Vaccination préventive? 

La population cible des essais cliniques de phase II seront les enfants âgés de 6 à 10 ans. A cet 

âge, les individus sont déjà infectés depuis quelques années et la vaccination par la Sh28GST 

n'est donc pas préventive de l'infection mais immuno-thérapeutique en prévenant la pathologie. 

Tous nos résultats chez les enfants sont issus d'une population d'âge égal ou supérieure à 7 ans. 

Or, nous ne savons pas à quel âge a lieu les premières expositions au parasite et à quel âge les 

enfants développent une réponse immune spécifique à la Sh28GST. L'évaluation des ces 

paramètres permettrait une meilleure compréhension de l'évolution de l'immunité spécifique 

chez les très jeunes (de 1 à 6 ans) dans l'objectif de développer une vaccination préventive 

contre l'infection bilharzienne. 

De plus, nous pourrions également caractériser le type de réponse immune spécifique transmise 

de la mère au nourrisson. En effet, nous pouvons imaginer qu'une immunité anti-Sh28GST 

peut-être transférée in utero comme cela a été montré vis-à-vis des antigènes parasitaires totaux. 

En effet, les cellules B purifiées à partir de sang de cordon de nourrisson né d'une mère infectée 

sont spécifiques d'antigènes de schistosomes et sont capables d'être restimulés in vitro induisant 

une production d'anticorps spécifiques (King et al., 1998). Nous pouvons également suggérer 

que l'antigène Sh28GST, circulant dans le sang de la mère, pourrait traverser la barrière 

placentaire et ainsi induire la mise en place de cellules mémoires spécifiques à la Sh28GST chez 

le nourrisson. En parallèle, une mère infectée pourrait être capable de transférer ses anticorps 

spécifiques à son enfant au cours des premiers mois de la vie, suite à l'allaitement. En effet, il a 

été montré que des IgG de la mère pouvaient être retrouvées chez l'enfant, 6 à 12 mois après la 

naissance (Carlier et al., 1995). 

Le manque possible de maturité du système immunitaire du nourrisson et la présence des 

anticorps d'origine maternelle pourraient agir ensemble pour limiter l'apparition de la réponse 

immune vaccinale et réduire ainsi l'efficacité d'une vaccination dans les premiers mois après la 

naissance. En effet, il est généralement recommandé de ne pas vacciner contre certaines 

infections (rougeole) avant la disparition des anticorps maternelles chez le nourrisson (Albrecht 

et al., 1977). Ainsi, la connaissance à la fois de la qualité de la réponse immune spécifique 

pouvant être transférée par la mère infectée et de l'âge moyen des premières infections 

(apparition de l'immunité spécifique) apporteraient de nombreuses informations afin d'estimer 

l'âge idéal d'une vaccination préventive contre la schistosomiase. 

Ces perspectives font parties d'un plus vaste projet soumis, pour financement, à la Direction 

Générale de la Recherche (programme INCO-DEV) de la Communauté Européenne et intitulé : 

"Perinatal immunity to a vaccinal candidate in human schistosomiasis". La mise en place de ces 

études à St-Louis du Sénégal devrait débuter au cours de cette année 2000. 
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Ill) Orientation de la réponse immune spécifique : 

influence des hormones sexuelles 

Nous avons montré que la réponse immune spécifique à la Sh28GST dépendait du sexe des 

individus infectés par S. haematobium alors que l'intensité d'infection était similaire entre les 

hommes et les femmes. Il semble donc que des médiateurs non-immunologiques telles que les 

stéroïdes sexuelles pourraient intervenir dans la régulation de l'immunité spécifique. Nos 

résultats soulèvent de nombreuses questions d'immunologie fondamentale concernant le rôle 

des honnones dans l'immunité spécifique. 

De plus, nous avons montré que l'injection in vivo d'estradiol, chez des souris préalablement 

immunisées par la Sh28GST, induisait l'orientation de la réponse immune spécifique vers une 

production d'IgA. Une dérégulation hormonale est ainsi capable d'orienter une réponse immune 

spécifique prélablement induite par une immunisation. Cette influence par les hormones semble 

similaire à celle que nous observions chez les adultes infectés qui développent une réponse· 

immune anti-Sh28GST au cours de l'infection parasitaire. 

Les honnones sexuelles provoquent une régulation immunitaire en orientant la production de 

cytokines par des lymphocytes de type "mature" (Fox et al., 1991 ). Ceci souligne l'intervention 

du réseau des cytokines dans la régulation médiée par les honnones mais suggère 

principalement que l'effet des stéroïdes serait plus marqué sur des cellules immunitaires de type 

"mémoire". Ainsi, il ne semble pas étonnant d'observer une régulation de la réponse immune 

anti-Sh28GST par l'estradiol chez des souris préalablement immunisées, et de mettre en 

évidence une réponse immune sexe-dépendante chez des adultes chroniquement infectés. 

111.1) Influence des hormones sur la production des cytokines: 

La présence sexe-dépendante des anticorps lgG3 et lgA anti-Sh28GST peut être attribuée à une 

régulation des cytokines impliquées directement dans la production de ces isotypes. 

Comme nous l'avons décrit dans le chapitre 1 de la partie "Résultats", les nombreuses données 

de la littérature nous suggérent que chacune des honnones sexuelles pourrait réguler 

différemment le profil de la réponse immune spécifique. Cette hypothèse s'appuie notamment 

sur les exemples suivants: 

-La Dehydroepiandrosterone (DHEA) augmente la synthèse d'IL-2 et d'IFNy par des cellules 

Th (Daynes et al., 1990). 
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- Le taux sérique de DHEA est plus important chez les hommes que chez les femmes (Young et 

al., 1999) et cet androgène semble influencer uniquement la fonction des cellules T des hommes 

(Shelatetal., 1998). 

-La testostérone induit une réponse de type Thl (lymphocytes T CD4+/IFNy +) dans un modèle 

d'infection virale (myocardite) (Huber etal., 1999). 

-La progestérone favorise le développement de lymphocytes Th2 à partir de clones initialement 

Thl (Piccinni etal., 1995). 

- L' estradiol induit la production dose-dépendante d'IL-l 0 par des clones de cellules T 

humaines ( Gilmore et al., 1997). 

- L'estradiol augmente la production d'ARNm et la sécrétion du TGF13 chez la femme (Ashcroft 

etal., 1997). 

Ces données, combinées à nos résultats, permettent d'élaborer une hypothèse concernant l'effet 

des hormones sexuelles sur la réponse immune anti-Sh28GST: 

Orientation de la réponse immune anti-Sh28GST en fonction du sexe: 

HOMMES FEMMES 

Testostérone Estradiot 

~/(±) 

IL-10 IFNy 

""· 1 lgG3 

IL-10 TGF() 

'\1 
1 IgA 1 

Chez les hommes, nous pouvons imaginer que seule la régulation positive de la testostérone sur 

la production d'IFNy ne suffirait pas à induire la production de l'isotype IgG3. L'IL-10, 

cytokine induisant la commutation isotypique des lymphocytes B humains vers la production 

des IgG3 (Brière et al., 1994a), pourrait représenter un second signal dans l'induction de cet 

isotype chez l'homme. Ainsi, deux signaux distincts pourraient intervenir : l'IL-10 induirait 

l'ARNm des IgG3 et l'IFNy stimulerait la production et/ou la sécrétion de cet isotype. 
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L'effet d'une synergie entre deux cytokines est relativement bien établi dans l'induction de 

l'iso type IgA (Defrance et al., 1992). En effet, le TGF~ est capable d'augmenter la fréquence de 

cellules IgA + agissant alors sur la commutation isotypique (van Vlasselaer et al., 1992) tandis 

que l'IL-l 0 favorise la sécrétion de cet isotype par les lymphocytes B (Brière et al., 1994b ). La 

régulation par les deux hormones sexuelles féminines semble ici différente selon la cytokine. En 

effet, nous pouvons imaginer que la progestérone et l'estradiol pourrait augmenter la production 

d'IL-l 0 en influençant la mise en place d'un profil Th2 mais que seule I'estradiol serait capable 

d'orienter la réponse immune vers un profil de type Th3, caractérisé par la production 

majoritaire de TGFf3. 

Ainsi, l'IL-l 0 semble donc jouer un rôle clef dans la régulation de la réponse immune anti

Sh28GST dans les deux sexes. Seul, le second signal par une cytokine distincte entre les deux 

sexes pourrait être sous la dépendance d'une régulation hormonale. 

Perspectives : 

Effet des hormones stéroïdes sur la réponse immune anti-Sh28GST acquise au 

cours de l'infection 

Une forte régulation hormonale est observée au cours de la grossesse et les taux sériques de 

progestérone et d'estradiol sont très variable au cours de cette période. 

L'évaluation in vivo de la réponse immune spécifique (anticorps et cytokines) pourrait être 

réalisée chez des femmes enceintes et infectées par S. haematobium. Les données obtenues à 

différents mois de la grossesse seraient comparées à celles observées chez des femmes infectées 

du même âge, mais non enceinte. Ces perspectives sont inclus dans un projet soumis au 

programme INCO-DEY de la Communauté Européenne et intitulé : "Perinatal immunity to a 

vaccinal candidate in human schistosomiasis" (Précédemment décrit dans le Chap. Il.2.2). 

Chez ces femmes et chez des hommes infectés dans le même foyer, nous pourrions évaluer 

l'effet des hormones sexuelles sur la régulation de la réponse immune spécifique. Pour cela, les 

cellules mononuclées des individus seraient restimulées in vitro par la Sh28GST en présence de 

différentes concentrations d'hormones sexuelles (testostérone, progestérone, estradiol). Les 

différentes combinaisons de stéroïdes pourront être utilisées in vitro afin de déterminer le profil 

de production de cytokines par les lymphocytes T (ARNm, sécrétion dans les surnageants) et 

d'anticorps par les cellules B (ELISPOT). Les résultats seraient comparés à ceux observés après 
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stimulation de cellules provenant d'individus sains permettant d'évaluer l'effet des hormones 

sur des cellules mémoires (individus infectés) ou sur des cellules naïves (individus sains). 

Effet d'une dérégulation hormonale chez des souris immunisées avec la 

Sh28GST 

Une étude plus importante ferait suite aux résultats préliminaires observés après l'injection 

d'estradiol chez des souris préalablement immunisées par la Sh28GST (Chapitre II.3). Des 

souris mâles ou femelles seraient castrées et/ou recevraient une administration de testostérone, 

d'estradiot ou de progestérone (concentrations physiologiques). Cette dérégulation hormonale, 

réalisée après la mise en place de la réponse immune spécifique (immunisation par la Sh28GST) 

permettra d'évaluer l'influence de ces stéroïdes sur l'orientation de la réponse spécifique. A 

l'inverse, les hormones pourrait être administrées avant toute immunisation permettant 

d'analyser le développement de la réponse anti-Sh28GST chez des souris dérégulées 

hormonalement. 

L'effet particulier d'une hormone sur la production d'ARNm et/ou la sécrétion de cytokines 

serait évalué sur les cellules spléniques et spécifiques de la Sh28GST (restimulation in vitro par 

la Sh28GST). Cette étude répondrait à de nombreuses questions concernant l'activation d'un 

profil Th particulier par un seul type d'hormone, comme nous l'avons précédemment suggéré. 

Nous pouvons également imaginer que les hormones sexuelles sont capables d'orienter une 

réponse immune spécifique en régulant directement l'expression de molécules co-stimulatrices à 

la surface des APC (molécules du CMH de Classe 1 ou II, B7.1, B7.2, CD40) ou des 

lymphocytes T (CD28, CD40 Ligand). 

Une stratégie complémentaire évaluerait, dans ces mêmes expériences chez la souris, l'influence 

des hormones sexuelles sur la mise en place d'une mémoire spécifique à la Sh28GST. La 

formation et le maintien de cellules B mémoires dépendent d'une stimulation antigénique 

particulière, qui a lieu dans les centres germinatifs des organes lymphoïdes secondaires. Leur 

nombre et leur volume reflètent en effet l'intensité et l'efficacité de la stimulation Ag (analysable 

par histomorphométrie). Le rôle des cellules folliculaires dendritiques (FOC) au niveau du 

centre germinatif semble important dans la mise en place d'une réponse immunitaire de type 

mémoire (Heinen, 1997). Ces cellules permettent en effet la rétention des complexes immuns 

Ag-Ac pour les exposer aux cellules B présentes dans le centre germinatif. Cette rétention 

semble intervenir dans la sélection clonale, la maturation et la commutation isotypique, 

paramètres impliqués dans l'apparition de cellules B mémoires. En effet, seuls les clones B 

présentant une forte affinité pour l'antigène sont sélectionnés et peuvent être stimulés. En 

revanche, les cellules B de faible affinité sont détruites par apoptose (Heinen, 1997). 
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L'objectif semit donc d'évaluer une relation entre le statut honnonal et le développement du 

centre genninatif. Nous pouvons ainsi nous demander si les honnones ne peuvent pas jouer un 

rôle sur la rétention d'antigènes dans les FDC et quelles sont les stéroïdes susceptibles 

d'influencer les réactions du centre genninatif, après stimulation antigénique par la Sh28GST. 

Il a été suggéré que la perte fonctionnelle des centres genninatifs induimit la diminution des 

réponses immunes observées avec l'âge (Zeng et al., 1997). Chez les personnes âgées, la 

dérégulation du système endocrinien semble être associée à l'inefficacité du système immunitaire 

à répondre à toute stimulation antigènique. Ce phénomène est constaté en fonction de l'âge mais 

il n'est pas exclu qu'il pourrait également dépendre du sexe des individus (Lamberts et al., 

1997; Miller, 1996). 

Nous pourrions ainsi suggérer que les honnones sexuelles jouent un rôle non seulement dans 

l'orientation de la réponse immune spécifique mais également dans la maturation, l'affinité de 

l'immunité spécifique et dans la mise en place d'une mémoire immunitaire. 

Ces perspectives d'immunologie fondamentale restent applicables au modèle antigénique de la 

Sh28GST et ces études seraient mises en place dans le cadre d'une collaboration avec le Dr W. 

Zorzi et le Prof. E. Heinen (Laboratoire d'Histologie, Université de Liège, Belgique). Elles ont 

donné lieu à l'écriture d'un projet intitulé : "Age- and Gender-dependent dysregulation of 

specifie immune response : attempt of functional restoration by sexual steroid hormones". 

111.2) Liaison entre les hormones sexuelles et la Sh28GST rôle 

dans l'orientation de la réponse immune spécifique? 

Mécanisme d'action des hormones: 

L'influence des honnones sexuelles sur la régulation de la production des cytokines intervient à 

un niveau transcriptionelle. 

- effet direct: l'estradiol induit la production d'ARNm du TGF~ (Ashcroft et al., 1997) 

- effet indirect : la progestérone favorise la production du facteur IKBa qui peut se lier au facteur 

de transcription NF-KB présent dans le cytoplasme de la cellule. Cette liaison provoque la 

rétention cytoplasmique de NF-KB empéchant l'induction de l'ARNm codant pour le TNFa 

(Miller et al., 1998). 

Malgré la récente découverte d'un récepteur aux oestrogènes à la surface de cellules non

immunitaires (Collins et al., 1999) ou de monocytes humains ( Stefano et al., 1999), le 
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mécanisme d'action des hormones dans une cellule est généralement lié à la présence d'un 

récepteur nucléaire spécifique de chaque stéroïde (Cutolo et al., 1995). Ce mécanisme est 

applicable à l'ensemble des stéroïdes et est identique pour l'estradiol, la progestérone et la 

testostérone: 

-les stéroïdes (sous forme libre) diffuse passivement à travers les membranes cellulaires 

(plasmique et nucléaire) 

- dans le noyau: formation d'un complexe de haute affinité avec leur récepteur spécifique 

- cette liaison du stéroïde "active" le récepteur nucléaire qui change de conformation 

- le complexe "activé" est capable de se lier à des séquences spécifiques du DNA : les 

Steroids Response Elements (SRE) 

-les SRE agissent comme de véritables facteurs de transcription, capables de réguler la 

production d' ARNm (en particulier ARNm codant pour une cytokine). 

La présence de récepteurs spécifiques aux stéroïdes a été mise en évidence dans le noyau de 

nombreux types de cellules immunitaires (Escheverria et al., 1994 ). En particulier, l'existence 

de ces récepteurs a été vérifiée dans des thymocytes et des lymphocytes de type CD4+ ou CDS+ 

(Cutolo etal., 1995; Kammeretal., 1998, Clerici etal., 1991). La présence d'un récepteur aux 

oestrogènes a également été mise en évidence dans des cellules présentant l'antigène (APC), 

telles que des macrophages ou des lymphocytes B (Kammer et al., 1998). 

L'influence des hormones sexuelles sur l'orientation d'une réponse immune spécifique serait 

donc lier à l'activation de leur récepteurs respectifs au sein du noyau de la cellule immunitaire. 

Nous pouvons imaginer que cet effet, particulièrement décrit au niveau de lymphocytes T, 

pourrait également jouer un rôle dans la production de cytokines par les APC. Une APC 

possède non seulement la propriété de présenter l'antigène à la cellule T mais elle peut également 

orienter le profil immunitaire en sécrétant des cytokines immuno-régulatrices. 

111.2.1) Influence des hormones sexuelles: rôle de la Sh28GST? 

L'influence des hormones sexuelles sur l'orientation de la réponse immune dépend étroitement 

de la concentration de ces stéroïdes à l'intérieure de la cellule immunitaire (Fox et al., 1991). La 

diffusion passive à travers la membrane plasmique est communément admise pour être le 

phénomène majeur du passage des stéroïdes dans le cytoplasme cellulaire. 

Or, nous avons démontré dans le chapitre II que l'estradiol, la progestérone et la testostérone 

étaient capables de se lier directement à la protéine Sh28GST. De plus, une forte affinité de 

liaison était observée entre la testostérone et l'antigène en utilisant la technique BIACORE (Kd = 

5,7 xl0-7
). Une GST parasitaire est donc capable de lier des stéroïdes sexuelles de son hôte 
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comme ill' a été démontré vis-à-vis de GST de mammifères, protéines fortement exprimées dans 

le cytoplasme de différentes cellules (Listowsky et al., 1988). 

En effet, les GST de mammifères ont la propriété de se lier avec une forte affinité aux stéroïdes 

et ainsi d'influencer le transport, le métabolisme et l'action de ces hormones (Homma et al., 

1985). L'effet des hormones dépend de la concentration de ces GST dans le cytoplasme et il a 

été suggéré que les GST partageaient des homologies de séquences avec les récepteurs aux 

stéroïdes (Listowsky et al., 1988). Ainsi, l'hypothèse que les GST puissent être des récepteurs 

intracellulaire aux stéroïdes est très plausible. De plus, ces enzymes sont plus abondantes dans 

une cellule que les récepteurs spécifiques aux stéroïdes et deux mécanismes d'action de ces GST 

ont été suggérés: 

(1) Les GST, après liaison intra-cytoplasmique avec les stéroïdes, pourraient transférer 

l'hormone du cytoplasme vers son récepteur de haute affinité dans le noyau. Les GST 

faciliteraient ainsi l'accessibilité des hormones à leur récepteur nucléaire respectif. 

(2) Si un stéroïde est en excès dans le cytoplasme ou si le récepteur spécifique est 

faiblement exprimé dans le noyau, les GST serviraient de "réservoir à hormones" 

cytoplasmique. 

Nous avons montré que la Sh28GST partage la propriété, commune avec les GST de 

mammifères, de lier les hormones sexuelles. Nous pouvons ainsi supposer que cet antigène, 

une fois capté par les APC, permet une plus grande accessibilité des stéroïdes à leur récepteur 

nucléaire. L'influence des hormones sexuelles pourrait alors s'exercer sur les APC capables de 

présenter les épitopes de la Sh28GST aux lymphocytes CD4+ spécifiques. 

Nous pouvons imaginer que le mécanisme d'action suivant participe à la régulation de la 

réponse immune spécifique observée en fonction du sexe des individus infectés: 
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Rôle de la liaison entre la Sh28GST et les hormones sexuelles dans 

l' orientation de la réponse immune spécifique 

Stéroïde 

Sh28GST 

Stimulation e • • 

~···· 

Ori~ 
isotypique Production Ac 

IgG3oulgA 

La capture du complexe Sh28GST -stéroïde par les APC aboutirait à deux phénomènes distincts: 

- la dégradation nonnale de l'antigène dans I'endo-lysosome puis la présentation de 

peptides par les molécules du CMH de Classe II aux cellules T CD4+ 

-la rupture de la liaison Sh28GST-stéroïde dans l'endosome puis la diffusion passive de 

l'hormone à travers les membranes intracellulaires jusqu'au noyau. 

Une fois le stéroïde dans le noyau et après liaison avec son récepteur spécifique, ce dernier est 

activé et induit la transcription de gène codant pour des cytokines immuno-régulatrices. Les 

APC peuvent alors sécrétées des cytokines particulières capables de stimuler les lymphocytes T 

CD4+ et notamment d'orienter leur profil immunitaire (Thl, Th2 ou Th3). Le profil des 

cytokines sécrétées par ces lymphocytes Th permettra de réguler la commutation isotypique des 

cellules B et/ou la production d'isotypes définis. 
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Nous pouvons imaginer que les cytokines produites par les APC seront différentes selon le type 

d'hormone liée à la Sh28GST. En effet, la testostérone pourrait induire la production de 

cytokine de type-1 (IFNy , IL-12, IL-2) par les APC et ainsi orienter la réponse immune vers un 

profil Thl. La sécrétion d'IFNy par les lymphocytes Thl stimulerait les cellules B spécifiques 

en faveur d'une production d'lgG3, comme nous l'avons décrit précédemment. 

Chez les femmes, la présence d'estradiot dans le noyau, "facilitée" par sa liaison à l'antigène, 

induirait la sécrétion d'IL-l 0 et de TGF13 par les APC qui serait en faveur de la mise en place 

d'un profil de type Th3 associé à une production de l'isotype lgA. Le rôle de la progestérone 

sur l'orientation vers un profil Th2 favoriserait également la production des IgA par 

l'intermédiaire de l'IL-10. 

Ces hypothèses s'appuient sur des données bibliographiques indiquant que des stéroïdes ont la 

propriété de réguler la production de cytokines immuno-régulatrices (IL-l 0, IL-12) par les 

APC, telles que les cellules dendritiques humaines (de Jong et al., 1999; Piemonti et al., 1999). 

TI a également été démontré que la testostérone, l'estradiol et la progestérone ont de nombreux 

effets biologiques sur des APC (prolifération, présentation, migration ... ) suggérant l'existence 

ubiquitaire de récepteur nucléaire aux stéroïdes dans ces cellules immunitaires (Wira et al., 

1995; Koyama etal., 1989; Kammeretal., 1998). 

De plus, les APC telles que les macrophages ou les lymphocytes B sont capables de produire de 

l'IFNy, de l'IL-2, de l'IL-l 0 et du TGF13 (Pistoia et al., 1997). A l'heure actuelle, les cellules 

dendritiques (DC) semblent représenter les APC les plus efficaces non seulement dans la 

présentation de l'antigène mais également dans la stimulation des lymphocytes T CD4+. Elles 

pourraient jouer un rôle clef dans l'orientation de la réponse anti-Sh28GST observée. Les :OC 

sont la source principale d'IL-12 et une étude récente a montré qu'une certaine population de 

DC, nommé DCl était également capable de produire de l'IFNy et de l'IL-2 (Rissoan et al., 

1999). L'expression des ARNm (de Saint-Vis etal., 1998) et la production d'IL-10 et de TGFf3 

par les DC ont également été démontrées chez l'homme (Rissoan et al., 1999; Letterio et al., 

1998). 

Dans notre étude, nous avons montré que la réponse immune spécifique à la 28GST était sexe

dépendante et nous avons ainsi suggéré l'influence des hormones sexuelles sur son orientation. 

Or, nous n'avons pas retrouvé un tel phénomène vis-à-vis d'un autre antigène spécifique, la 

KLH, et aucune étude concernant d'autres antigènes spécifiques de schistosome n'a démontré 

un tel effet du sexe sur la réponse immune. 

La liaison entre les hormones sexuelles et la 28GST pourrait donc être un processus clef dans 

l'orientation de la réponse immune spécifique. La 28GST interviendrait directement dans ce 
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phénomène en "facilitant" ou en "accompagnant" l'accès des stéroïdes aux cellules immunitaires 

spécifiques de l'antigène. 

111.2.2) Orientation de la réponse épi topique par les hormones? 

Nous avons démontré une liaison spécifique entre la testostérone et le peptide 24-43 dérivé de la 

séquence primaire de la Sh28GST (Kd=7,4x10-6
). En revanche, aucune liaison n'avait été 

observée entre cette hormone et les peptides 115-131 et 190-211. L'estradiot était capable de se 

lier aux deux peptides N et C terminaux de la protéine et ne présentait aucune spécificité pour le 

115-131. 

Ces résultats suggéraient que les différents stéroïdes ne présentaient pas la même spécificité de 

liaison à la Sh28GST mais surtout, que les hormones sexuelles étaient capables de se lier à des 

peptides particuliers de la Sh28GST. 

Ces stéroïdes peuvent probablement se lier à d'autres séquences d'acides aminés de la protéine 

non identifiées dans notre étude. Néanmoins, les hormones sexuelles peuvent se fixer à des 

épitopes spécifiques de la Sh28GST et nous pouvons nous demander si cette liaison ne pourrait 

pas interférer dans la reconnaissance d'un épitope par le système immunitaire. 

Ainsi le stéroïde, fixé à un épi tope présenté par les molécules de Classe II du CMH à la surface 

des APC, pourrait interférer avec la reconnaissance du récepteur spécifique présent sur les 

lymphocytes T (TCR). Ce phénomène pourrait également se produire dans la reconnaissance 

spécifique entre une cellule B et un lymphocyte T. Dans ces deux cas, la conséquence serait la 

même: les hormones liées à l'épitope neutraliseraient la reconnaissance immunitaire limitant 

fortement la stimulation de l'immunité spécifique à cet épi tope. 

La liaison épitope-stéroïde pourrait intervenir à un autre niveau dans le processus de la 

présentation et de la reconnaissance immunitaire. En effet, il a été démontré que des molécules, 

telles que des peptides synthétisés d'une manière aléatoire (heptapeptide ou Copolymer 1 ), 

étaient capables de se fixer aux protéines de Classe II du CMH en lieu et place de l'épitope 

spécifique (Falcioni et al., 1999; Fridkis-Hareli et al., 1994 ). Ces peptides synthétiques agissent 

donc par compétition et neutralisent le processus de présentation des molécules du CMH à la 

surface des APC. Cette compétition aboutit à une inhibition de la réponse T spécifique de 

l'épitope et l'utilisation de ces molécules inhibitrices semble représenter un traitement prometteur 

contre les maladies autoimmunitaires. Le Poly Ethylène Glycol (PEG) présente également la 

propriété de se fixer aux molécules du CMH et ainsi d'inhiber la reconnaissance CMH-TCR 

(Bouvier et al., 1996). Ce dernier résultat suggère donc qu'un composé non-peptidique pourrait 

ainsi neutraliser la présentation d'un épi tope aux lymphocytes T et ainsi inhiber l'initiation d'une 

réponse immune spécifique. 
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Contrairement au mécanisme d'action "positif' de la liaison Sh28GST -stéroïde sur l'orientation 

de la réponse immune spécifique par les hormones, la fixation des hormones sexuelles sur un 

épitope particulier serait dans ce cas précis "néfaste" au développement d'une réponse immune 

spécifique de cet épi tope. Cette fois-ci, les hormones n'interviendraientt plus dans l'orientation 

de la réponse immune spécifique grâce à leur action par les cytokines mais réguleraient la mise 

en place des réponses épitopiques. Nous pouvons imaginer que cette neutralisation hormone

dépendante pourrait favoriser la mise en place d'une réponse immune dirigée contre un autre 

épitope que celui engagé dans la liaison avec le stéroïde. 

La fixation d'une hormone sexuelle particulière pourrait donc jouer un rôle dans la balance entre 

les différentes réponses épitopiques. 

Perspectives: 

L'influence de la liaison entre la Sh28GST et les hormones sexuelles serait évaluée dans un 

modèle de restimulation in vitro de cellules spléniques et ganglionnaires de souris saines 

(cellules naïves) ou de souris préalablement immunisées par la Sh28GST (cellules mémoires). 

Le complexe antigène/stéroïde, préalablement formé, pourrait être mis en contact des cellules et 

la production de cytokines serait alors analysée (ARNm, sécrétion dans les surnageants, 

phénotypage des cellules produisant les cytokines). Ce profil immunitaire serait comparé à celui 

observé après une stimulation par la Sh28GST suivie ou précédée par l'incubation des cellules 

avec le stéroïde. 

Le suivi intracellulaire du complexe Sh28GST/stéroïde au sein d'une cellule immunitaire puis du 

devenir de chaque molécule pourraient être étudiée en histologie ou en microscopie électronique. 

Cette étude serait réalisée sur différents types d'APC (macrophages, cellules dendritiques, 

lymphocytes B) afin de déterminer si ce complexe est capable d'intervenir de la même manière 

quelque soit le type cellulaire. 

Au cours des expériences de restimulation in vitro, l'utilisation d'autres GST parasitaire ou 

d'autres antigènes spécifiques ne présentant pas la capacité de lier les hormones permettrait de 

déterminer le rôle spécifique de la 28GST dans l'orientation d'une réponse immune par les 

hormones. 

En plus de l'influence des hormones dans l'orientation de la production de cytokines, les 

stéroïdes pourraient intervenir sur la régulation de l'immunité par leur liaison à un peptide 

particulier neutralisant une réponse épitopique spécifique. Or, il est connu que l'estradiol et la 

progestérone peuvent réguler la présentation antigénique en influençant l'expression des 
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molécules du CMH de Classe II à la surface des APC (Wira et al., 1995). Mais, le rôle des 

honnones dans la reconnaissance immunitaire pourrait se faire à un autre niveau. L'engagement 

du TCR des lymphocytes représente un mécanisme essentiel dans l'induction d'une réponse 

immune spécifique et l'absence de reconnaissance entre ces deux partenaires pourrait être la 

conséquence d'une liaison entre un épitope et le stéroïde. Les honnones sexuelles auraient ainsi 

la capacité d'intervenir dans l'orientation des réponses épitopiques. 

Ces mécanismes de régulation immunitaire par les hormones pourraient être liés à la particularité 

de la 28GST. Néanmoins, il est reconnu que la nature de l'antigène influence la régulation de la 

réponse immune. Il n'est pas exclu que de nombreux antigènes présentent la propriété de se lier 

aux stéroïdes et de participer ainsi activement dans l'orientation de leur propre réponse 

immunitaire. 



Conclusion générale 264 

Conclusion générale 
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Depuis la découverte des antigènes 28GST des différentes espèces de schistosomes, les 

nombreuses expériences dans les modèles animaux ont montré que ces protéines enzymatiques 

représentaient à ce jour les candidats vaccinaux les plus prometteurs contre la schistosomiase. 

Les résultats concernant l'évaluation de la réponse immune spécifique à la Sm28GST 

dans les populations infectées par S. mansoni au Kenya (Auriault et al., 1990, Grzych et al., 

1993) sont venus renforcer les données expérimentales. Elles indiquaient en effet que la réponse 

anticorps spécifique pouvait jouer un rôle important dans l'acquisition naturelle d'une résistance 

à la réinfection. 

Le travail de cette thèse confirme l'existence et suggère le rôle protecteur de la réponse 

immune spécifique à cet antigène vaccinal mais cette fois-ci au cours de l'infection humaine par 

S. haematobium. Non seulement la réponse immune dirigée contre la Sh28GST participe à 

l'acquisition d'une résistance naturelle à l'infection observée chez les adultes mais l'évaluation 

de l'immunité anti-Sh28GST dans les populations infectées nous a permis de découvrir de 

nouvelles propriétés immunorégulatrices spécifiques de cet antigène. 

Nos études immuno-épidémiologiques concernant les protéines 28GST (Sm28GST et 

Sh28GST) sont à la base de la découverte de nouveaux mécanismes de régulation de la réponse 

immune spécifique. 

Par exemple, l'orientation de la réponse anti-28GST semble dépendre de la nature de la 

co-infection parasitaire (bilharziose ou paludisme). Il n'est alors pas exclu qu'un tel phénomène 

puisse être observé vis-à-vis d'autres antigènes de schistosomes ou de Plasmodiumfaldparum. 

En particulier, de nombreuses équipes de recherche travaillent sur l'élaboration d'un vaccin 

contre le paludisme ou contre d'autres infections parasitaires. L'influence de co-infections sur la 

réponse immune spécifique à un antigène vaccinal pourrait donc être prise en considération non 

seulement dans les études sur la régulation de l'immunité anti-infectieuse mais également dans le 

développement et/ou l'évaluation des vaccins contre les parasitoses. 

L'évaluation de la réponse immune anti-28GST en fonction du sexe des individus 

infectés a aboutit probablement aux résultats les plus intéressants de notre travail. En effet, 

l'étude de la réponse immune sexe-dépendante nous a permis de mettre en évidence l'existence 

de profils immunitaires particuliers caractérisés par la présence in vivo d'isotypes spécifiques et 

la production in vitro des cytokines associées. Notamment, l'existence d'un profil de type Th3 

pouvait être suggérée pour la première fois au cours d'une infection et était probablement liée à 

la chronicité de l'infection bilharzienne. A la vue d'une régulation sexe-dépendante de la réponse 

immune spécifique à la Sh28GST et à la Sm28GST au cours de l'infection par S. haematobium 

et par S. mansoni respectivement, nos résultats pourraient être à la base de nombreux projets de 

recherche concernant l'influence des hormones sexuelles sur la régulation de la réponse immune 

spécifique. 
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De plus, l'effet d'une stimulation de cette réponse sexe-dépendante, stimulation 

provoquée dans notre cas par le traitement au PZQ, a montré des mécanismes originaux 

d'immunorégulation . Cette nouvelle stimulation induit une régulation isotypique vers la 

production d'IgA chez les hommes tandis que chez les femmes une régulation épitopique de la 

réponse lgA spécifique est observée. Cette différence dépend probablement du degré de 

maturation de la réponse immune acquise avant le traitement qui est différent en fonction du sexe 

des individus infectés. Ce résultat observé avec notre antigène modèle met en évidence, d'une 

manière plus large, certaines propriétés importantes de la régulation immunitaire spécifique. 

Après stimulation, cette régulation peut être caractérisée non seulement par la variation de la 

réponse isotypique mais également par le changement de la réponse épi topique. 

L'orientation de la réponse immune anti-28GST en fonction du sexe des individus 

semble être spécifique à l'antigène Sh28GST car aucune réponse sexe-dépendante n'a été 

observée vis-à-vis d'autres antigènes parasitaires (SEA, KLH). L'enzyme 28GST pourrait ainsi 

jouer un rôle majeur dans la régulation de sa propre réponse immune. D'une manière 

intéressante, nous avons mis en évidence que la Sh28GST présentait la propriété de se lier 

spécifiquement aux hormones sexuelles. Cette liaison pourrait faciliter et/ou orienter l'accés de 

ces stéroïdes aux cellules immunitaires spécifiques de l'antigène ce qui favoriserait l'influence 

des hormones sexuelles sur la réponse immune anti-Sh28GST. D'une manière plus générale, 

une liaison entre un antigène et un stéroïde ( hormone sexuelle, glucocorticoïde, ... ) pourrait se 

révéler prépondérante dans la régulation d'une réponse immune spécifique par les hormones. 

Cette notion pourrait être également prise en considération dans le développement de stratégies 

vaccinales contre des infections bactériennes et parasitaires. 

Une seconde propriété de la liaison entre une GST parasitaire et les hormones sexuelles 

concerne la relation hôte-parasite. En effet, le système hormonale de l'hôte joue un rôle non 

négligeable dans le développement et le métabolisme des parasites. L'action connue des 

hormones sexuelles sur le métabolisme du schistosome pourrait être par conséquent liée aux 

propriétés de la Sh28GST. Cette protéine serait capable de transporter les stéroïdes au sein 

même du parasite facilitant ainsi l'action de ces hormones. De plus, nous avons montré 

notamment que la testostérone était capable d'inhiber l'activité enzymatique de la Sh28GST. En 

réduisant les capacités de détoxification du schistosome et sa fécondité, cette neutralisation 

pourrait jouer un rôle clef dans le développement du schistosome au sein de son hôte définitif. 

L'ensemble de ce travail ouvre donc une nouvelle voie de recherche dans la relation hôte

parasite non seulement pour les schistosomes mais également pour d'autres parasitoses. 

Enfin, nos résultats immuno-épidémiologiques observés au cours de l'infection par S. 

haematobium et par S. mansoni confirment le choix de l'antigène 28GST comme candidat 

vaccinal contre les schistosomiases. En effet, l'acquisition de la réponse immune spécifique 
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avec l'âge pourrait être associée à une résistance naturelle à l'infection. Ce phénomène semble 

être plus particulièrement lié aux réponse isotypiques IgG3 et IgA capables de neutraliser 

l'activité enzymatique GST. Dans les essais cliniques de Phase la, l'administration de la 

préparation vaccinale BILHV AX induit une importante immunogénicité caractérisée en 

particulier par la forte inhibition de l'activité enzymatique de la Sh28GST. D'une manière 

intéressante, la production de l'isotype IgG3 après deux administrations et l'apparition des IgA 

spécifiques après la troisième pourraient également intervenir dans l'inhibition enzymatique. Ces 

résultats similaires observés au cours de l'infection humaine et après administration chez 

l'homme renforcent d'une manière générale le bien fondé et l'importance des observations 

immuno-épidémiologiques réalisées dans le cadre d'une stratégie vaccinale contre un pathogène. 

Dans le cas de la schistosomiase, l'ensemble de ces données confirment chez l'homme les 

mécanismes de protection observés après administration des 28 GST dans les modèles 

expérimentaux. Ces résultats sont tout à fait encourageant dans la perspective des futurs essais 

cliniques de Phase 2. La totalité des résultats observés depuis la découverte de la 28GST par le 

Prof. A. CAPRON et son équipe fait donc de cet antigène le candidat le mieux caractérisé et le 

plus prometteur pour aboutir à une vaccination efficace contre les schistosomiases. 
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ANNEXE/ 

DOSAGE ANTICORPS SPECIFIQUES CHEZ L'HOMME 

Technique : ELISA 

- Coating : Plaques 96 puits Maxisorp (Nunc, Roskilde, Danemark) 

Antigènes dilués en tampon Phosphate 10 mM, pH 7,2 (PBS): 100 !lllpuit 

Sh28GST, Sm28GST: 10 !lg/ml 

SWAP, SEA: 5 ~Jg/ml 

KLH: 5!lg/ml 
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Peptides linéraires dilués en tampon carbonate/bicarbonate 100 mM, pH 9,5: 100 IJl/puit 

10-43, 24-43, 115-131 et 190-211 (séquences Sh28GST/Sm28GST): 5 !lg/ml 

incubation: 1 nuit à 4 oc 
- 1lavage PBS-tween 0,1% 

- Saturation des plaques: 

PHS-gelatine 0,5%-200 !lllpuit- 30 min à T°C ambiante 

- 1lavage PBS-tween 0,1% 

-Dépôt des échantillons: 

serum dilués en PBS-tween 0,1%: 100 !lllpuit 

Isotype Ig(H+L) IgG(H+L) lgG1 IgG2 lgG3 

Dilution 1/1000 11100 1120 1/20 1/20 

incubation: 1 nuit à 4 oc 
- 3 lavages PBS-tween 0,1 % 

IgG4 IgM 

1/10 1/20 

IgE 

1110 

lgA 

1120 

-Dépôt du conjugué: Ac anti- Ig humaine biotinylé (SBA, Birgminghan, AL): 

Ac dilués en PBS-tween 0,1 % : 100!ll/puit 

anti-IgG1, anti-IgG2, anti-IgM, anti-IgA, anti-IgE, anti-lgG3 et anti-IgG4: 111000 

anti-lg(H+L): 1115000- anti-IgG(H+L): 112000 

incubation: 1h30 à 37°C 

- 4 lavages PBS-tween 0,1% 

- Streptavidine Biotine Peroxidase (SBP; Amersham, Les Ulis, France) : 

dilué au 1/1000 en PBS-tween 0,1 %: 1 OO!ll/puit 

incubation: 30 min à 37°C 

- 6lavages PBS-tween 0,1 % 

- Révélation en ABTS: 

(2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline 6-sulfonic acid) diammonium (Sigma, St-Louis, MO) 

dilué en tampon citrate 50 mM, pH 4 + H20 2 0,003%: 100 1Jl/puit 

-Lecture à 405 nm: Lecteur de plaques Multiskan (Labsystems) 
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ANNEXEU 

CUL TURE CELLULAIRE DES PBMC - DOSAGES DES CYTOKINES 

- Purification des PBMC par gradient de densité 

prelevement de sang en tube hépariné 1 Oml (V acutainer) 

centrifugation 10min, 1500 rpm TA: récupération du plasma 

purification des PBMC sur ficoll Histopaque (Pharmacia, Uppsala, Suède) 

comptage du nombre de PBMC sur cellule de Thomas 

- Culture des PBMC pour le dosage des cytokines: 

IQ.: - plaques 24 puits (Nunc, Roskilde, Danemark) 

-dépôt de 1,5 x 106 cellules/puit en milieu de culture: 750 11llpuit 

Compostion milieu de culture 

RPMI 1640 (Gibco, Courbevoie, France) 

Gentaline (Gibco): 8 mg/ml 

L-glutamine (Sigma, St-Louis, MO): 2 mM 

Sodium-pyruvate (Sigma): 1 mM 

10% Serum Veau Fétal (Gibco) décomplémenté 30 min à 56 oc 
-dépôt solution antigénique (dilué en milieu de culture): 250 Jll/puit 

Sh28GST, SEA, SWAP: 10 Jlg/ml final 

Con A: 1 11g/ml final 

milieu seul = témoin négatif 

incubation à 37°C en étuve à co2 
J3 et J5 : récupération des sumageants de culture 

- Dosage des cytokines dans les surnageants de culture: 

- Pour le dosage du TNFa, IFNy, IL-5 et IL-10 : technique ELISA de la "paire" d'Ac 

monoclonaux selon les recommendations du fabriquant: 

Genzyme (Cambridge, MA) : 

Ac monoclonal purifié de souris anti-TNFa et anti-IFNy humain 

Pharmingen (San Diego, CA) 

Ac monoclonal biotinylé de lapin anti-TNFa et anti-IFNy humain 
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Ac monoclonal purifié de rat anti- IL-2, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 humain 

TNFa, IFNy, IL-2, IL-5, IL-6, IL-10 et IL-12 humaine recombinantes 

-Pour le dosage de l'IL-4 et du TGF-p1 :utilisation de trousses immunoenzymatique 

Biosource (Fleurus, Belgique): EASIA human IL-4 kits 

Promega (Madison, WI): TGF-pl ELISA System Kit 
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ANNEXE II bis 

TEST DE TRANSFORMATION L YMPHOBLASTIQUE (TTL) 

- Purification des PBMC par gradient de densité 

prelevement de sang en tube hépariné 1 Oml 01 acutainer) 

centrifugation 10min, 1500 rpm TA: récupération du plasma 

purification des PBMC sur ficoll Histopaque (Pharmacia, Uppsala, Suède) 

comptage du nombre de PBMC sur cellule de Thomas 

- Cuture des PBMC pour TTL: 

N: - plaques 96 puits (Nunc, Roskilde, Danemark) 

- dépôt de 2 x 105 cellules/puit en milieu de culture: 100 !Jl 

Compostion milieu de culture 

RPMI 1640 (Gibco, Courbevoie, France) 

Gentaline (Gibco): 8 mg/ml 

L-glutamine (Sigma, St-Louis, MO): 2 mM 

Sodium-pyruvate (Sigma): 1 mM 

10% Serum Veau Fétal (Gibco) décomplémenté 30 min à 56 oc 
-dépôt solution antigénique (dilué en milieu de culture): 100 !Jl 

Sh28GST, SEA, SWAP: 10 !Jg/ml final 

Con A: 11Jg/ml final 

milieu seul = témoin négatif 

incubation à 37°C en étuve à co2 
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- J3: dépôt de la [3H] thymidine (Amersham) au 1/50 dans milieu de culture: 0,5 !JCurie/puit 

incubation 1 nuit à 37°C en étuve à co2 

- JS: comptage de la [3H] thymidine incorporée 

récolte de l'ADN marqué sur papier filtre 

dépôt du liquide scintillant Optiphase: 4 ml 

comptage de la radioactivitée dans un compteur f:3 à scintillation 
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ANNEXE ill 

TEST DE COMPETITION DE LIAISON Sh28GST -HORMONES 

Technique: MarQ.U&ie radioactif 

- Co a ting: Tubes à ailettes lmmuno tube (Nunc) 

Anticorps polyclonal de lapin IgG anti-Sh28GST : 5 J.Ig/ml 

dilué en tampon carbonate/bicarbonate 100 mM, pH 9,5: 200 J.Il/tube 

Incubation : 2h30 à 37°C (en rotation) 

- 1 lavage en tampon phosphate lOmM, pH 7,2 (PBS) + tween 0,1% 

- Saturation : 
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PHS-gélatine 0,5% (Merck, Darmstadt, Allemagne)- 300 J.Il/tube- lh à 'J'OC ambiante 

- !lavage PBS-tween 0,1% 

-Dépôt de la solution Sh28GST - hormones 

Préparation du mélan~e (extemporanémenO: 

rSh28GST à 10 J.Ig/ml en PBS : 50 J.Il/tube 

Hormones "chaudes": 10-7 M; 0,2 J.ICilml- 50 J.Il/tube (Amersham) 

[
125I]-Testosterone, [125 I]-17~-Estradiol, r25I]-Progesterone, 

Hormones "froides": 0 Met 10-7 à 10-3 M- 50 J.Il/tube (Sigma) 

Water-soluble Testosterone, 171)-Estradiol, Progesterone 

Incubation du mélange: 4h à 37°C (en rotation) 

Incubation du mélan~e dans les tubes à ailettes: 2h 30 à 37°C (bain-marie) 

- 1 lavage en PBS-tween 0,1% 

-Comptage de la radioactivité "liée": compteur y 
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ANNEXE IV 

MESURE AFFINITE DE LIAISON Sh28GST-TESTOSTERONE 

Technique: BIACORE (Biacore AB, Uppsala, Suède) 

- Immobilisation de la testostérone: 

Immobilisation sur "SA sensor chip" présensibilisé avec de la streptavidine (Biacore AB) 

Testostérone biotinylée (Sigma) à 20 )lg/ml dans un mélange eau/ethanol (70/30 v/v) 

20 111 injectée à un flux de 10 ).11/min 

- Saturation de la "SA sen sor chip" 

par un large excès de biotine à 40 11g/ml dilué en tampon Hepes (HBS; Biacore AB) 

- Injection de la Sh28GST et des peptides de la Sh28GST 

rSh28GST, peptides 24-43, 115-131 et 190-211: 10 à 100 11g/ml dilués en tampon HBS 

flux d'injection: 20 )lllmin 

- Analyse des constantes d'association (ka) et de dissociation (kd) 

temps d'association: 180 secondes 

temps de dissociation: 1000 secondes 

Utilisation du logiciel BIAevaluation 3.01 (Biacore AB) 
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ANNEXE Y 

LIAISON PEPTIDES - HORMONES 

Technique : EUSA 

- Co a ting: Plaques 96 puits Maxisorp (Nunc, Roskilde, Danemark) 

Antigènes dilués en tampon carbonate/bicarbonate 0,1 M pH 9,5: 100 11lfpuit 

peptides dérivés de la structure primaire de la Sh28GST: 5 11g/ml 
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24-43, 115-131 et 190-211 couplé à l'ovalbumine (Biocytex, Marseille) 

ovalbumine (Sigma): 5 11g/ml 

rSh28GST: 5 11g/ml 

Incubation: Inuit à 4°C 

-!lavage en tampon Phosphate 10 mM, pH 7,2 (PBS)- Tween 0,1% 

-Saturation des plaques 

PBS-gélatine 0,5% (Merck)- 200 111- 30mn à re ambiante 

-3 lavages en PBS-tween 0,1% 

-Dépôt des hormones 

Hormones marquées à la peroxidase (Sigma) : 1001-llfpuit 

1713-Estradiol-peroxidase: 200 11g/ml 

Progestérone-peroxidase: 2 11g/ml 

Testostérone-peroxidase: 2 11g/ml 

Incubation: 1h30' à 37°C 

-3 lavages en PBS-tween 0,1% 

-Révélation en ABTS 

(2,2'-azino-bis(3-éthylbenzthiazoline 6-sulfonic acid) diammonium (Sigma) 

dilué en tampon citrate 50 mM, pH 4 + H20 2 0,003%: 100 /llfpuit 

-Lecture à 405nm: lecteur de plaques Multiskan (Labsystems) 
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ANNEXE VI 

INHffiiTION DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE 

DE LA Sh28GST PAR LES HORMONES 

Technique: test in vitro d'activité enzymatiqye 

- Préparation des plaques: Plaques 96 puits Maxisorp (Nunc) 

Tampon Phosphate 10 mM, pH 7,2 (PBS)- gelatine 0,5% - 200 !JVpuit 

30 min à roc ambiante 

-Dépôt sur plaque: 

Produits dilués en tampon phosphate de potassium 50 mM (Tp KP04), pH 6,5 

rSh28GST: 6 !Jg/ml- 10 IJVpuit 

Hormones: 0 à 10 -z M- 20 !JVpuit 

Water-soluble testostérone, 17~Estradiol, Progestérone (Sigma) 

Incubation: !heure à 37°C 

- Réaction enzymatique: 

Préparation du substrat extemporanément: 

CDNB (1-Chloro-2,4-Di-Nitrobenzene; Sigma): 8,12 mg/ml dans ethanol absolu 

Glutathion réduit (Sigma): 12,3 mg dans 0,78 ml Tp KP04 + 0,22 ml NaOH lN 

Dépôt du substrat: 200 !JVpuit 

9,50 ml de Tp KP04 

250 !Jl de CDNB 

250 IJl de Glutathion réduit (GSH) 

- Lecture à 340 nm: Lecteur de plaques Multiskan (Labsystems) 

toutes les 15 secondes pendant 2 min 

résultats exprimés en âDO sur 2 min 

Principe de la réaction enzymatique: 

GSH +Cl §- N02 

NOz 
GST_. 

~ 
Composé coloré visible à 340 nm 
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ANNEXE YI/ 

DOSAGE ANTICORPS SPECIFIQUES CHEZ LA SOURIS 

Technique : ELISA 

- Co a ting : Plaques 96 puits Maxisorp (Nuns, Roskilde, Danemark) 

Antigène dilué en tampon Phosphate 10 mM, pH 7 ;2 (PBS): 100 11l/puit 

Sh28GST: 10 11g/ml 

incubation: 1 nuit à 4°C 

- 1 lavage PBS-tween 0,1% 

- Saturation des plaques: 

PBS-gelatine 0,5%-200 /lllpuit- 30 min à T°C ambiante 

- !lavage PBS-tween 0,1% 

-Dépôt des échantillons: 

serums (saignée rétro-orbitale) dilués en PBS-tween 0,1 %: 100111/puit 

Isotype IgG 1 IgG2a IgG3 IgA 

Dilution 1/400 1/400 1/40 1/40 

incubation: 1 nuit à 4 oc 
- 4lavages PBS-tween 0,1 % 

- Dépôt du conjugué : Ac anti- Ig murine marqué à la péroxydase: 

Ac dilués en PBS-tween 0,1 % : 1 ÜÜ/11/puit 

anti-IgGl, anti-IgG2a: 1/1000 (SBA, Birgminghan, AL) 

anti-IgG3: 1/1500 (SBA) 

anti-IgA: 1/5000 (Sigma) 

incubation: lh30 à 37°C 

- 6 lavages PBS-tween 0,1 % 

-Révélation en ABTS: 

(2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline 6-sulfonic acid) diammonium (Sigma) 

dilué en tampon citrate 50 mM, pH 4 + H20 2 0,003 %: 100 11l/puit 

-Lecture à 405 nm: Lecteur de plaques Multiskan (Labsystems) 
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ANNEXE YIII 

INHIBITION DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE 

DE LA 28GST EN PRESENCE DE SERUM HUMAIN 

Technique: test in vitro d'activité enzymatiqy.e 

-Préparation des plaques: Plaques 96 puits Maxisorp (Nunc) 

Tampon Phosphate 10 mM, pH 7,2 (PBS)- gelatine 0,5% -200 IJI/puit 

30 min à 'J'OC ambiante 

-Dépôt sur plaques: 

Antigènes dilués en tampon phosphate de potassium 50 mM (Tp KP04), pH 6,5 

rSh28GST: 10 Jlg/ml- 10 jJllpuit 

rSm28GST: 4Jlg/ml- 10 !Jl/puit 

Serum (pur) pour chaque individu: 20 IJI/puit 

Incubation: 1heure à 37°C 

-Réaction enzymatique: 

Préparation du substrat extemporanément: 

CDNB (1-Chloro-2,4-Di-Nitrobenzene; Sigma): 8,12 mg/ml dbs ethanol absolu 

Glutathion réduit (Sigma): 12,3 mg dans 0,78 ml Tp KP04 + 0,22 ml NaOH lN 

Dépôt du substrat: 200 Jll/puit 

9,50 ml de Tp KP04 

250 Ill de CDNB 

250 Ill de Glutathion réduit (GSH) 

- Lecture à 340 nm: Lecteur de plaques Multiskan (Labsystems) 

toutes les 15 secondes pendant 2 min 

résultats exprimés en AOO sur 2 min 

Principe de la réaction enzymatiQJ.le: 

GST~ 

~ 
Composé coloré visible à 340 nm 
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ANNEXE IX 

DOSAGE DES ANTIGENES CIRCULANTS DE SCHISTOSOMES 

DOSAGE DU CAA: Circulating Anodic Antigen 

Technique: EUSA 

- Coating: Plaques 96 puits (Nunc) 
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Ac monoclonal anti-CAA en tampon Phosphate 10 mM (PBS): 2,5 JJg/ml - 100 JJl/puit 

Incubation: 2h30 à 37°C 

- 1lavage en PBS-tween 0,1% 

- Saturation des plaques: 

PBS-BSA 0,5% (Sigma)- 200 JJl/puit- 30 min à re ambiante 

-3 lavages en PBS-tween 0,1% 

- Dépôt des échantillons: 

Préparation des échantillons (extemporanément): 

Traitement à l'acide trichloro acétique (TCA) (dissociation des immun-complexes) 

Serum de chaque individu: traitement TCA 4% 

Gamme standart de SWAP: traitement TCA 7,5% 

Dépôt sur plaques: 100 JJl/puit 

Incubation: 1h30 à 37°C 

- 4lavages en PBS-tween 0,1% 

- Dépôt du conjugué: 

Ac monoclonal anti-CAA biotinylé: 2 JJg/ml en tampon CAA- 100 JJl/puit 

TamponCM: PBS 10mM 

MgC12 2mM 

BSA0,1% 

Tween0,3% 

Incubation: 1h30 à 37°C 

- Streptavidine-Phosphatase Alcaline: (Sigma) 

dilué au 1/6000 en tampon CAA: 100 JJllpuit 

Incubation 30 min à 37°C 

- 6 lavages en PBS-tween 0, 1% 

- Révélation: 

Substrat pNPP(FAST TM p-Nitrophenyl phosphate tablet sets; Sigma) 

dilué en PBS: 100 JJl/puit 

- Lecture à 405nm: Lecteur de plaques Multiskan (Labsystems) 

à 30 min, 1heure et aprés une nuit 
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ANNEXE X 

BILHVAX la: DOSAGE ANTICORPS 

Technique: EUSA 

- Coating: Plaques 96 puits Maxisorp (Nunc, Roskilde, Danemark) 

Antigènes dilués en tampon Phosphate 10 mM, pH 7,2 (PBS): 100 !Jl/puit 

rSh28GST: 10 !Jg/ml 

SWAP: 5 !Jg/ml 

GST placentaire humaine (Sigma): 5 !Jg/ml 

incubation: 2h30 à 37°C 

- 1lavage PBS-tween 0,1% 

- Saturation des plaques: 

PBS-gelatine 0,5%-200 !Jl/puit- 30 min à T°C ambiante 

- 3 lavage PBS-tween 0, 1% 

-Dépôt des échantillons: 

serum dilués en PBS-tween 0,1 %: 1001Jl/puit- 6 dilutions/serum 

Isotype IgG(H + L) IgG 1 IgG2 IgG3 IgG4 IgE IgA 

Dilution de départ 11500 11100 1120 1/20 1/10 1/10 1/20 

incubation: 1h à T°C ambiante puis 1 nuit à 4°C 

- 4 lavages PBS-tween 0,1 % 

-Dépôt du conjugué: Ac anti- Ig humaine biotinylé (SBA, Birgminghan, AL): 

Ac dilués en PBS-tween 0,1 %+gélatine 0,5% (Tp A): 1001Jl/puit 

anti-IgG(H+L), anti-IgG2, anti-IgG3 anti-IgG4, anti-IgA: 111000 

anti-IgGl: 111500 

anti-IgE (Pharmingen): 1/500 (Tp A+ MgC12 2 mM) 

incubation: 1h30 à 37°C 

- 4 lavages PBS-tween 0,1% 

- Streptavidine Biotine Peroxidase (SBP; Amersham, Les Ulis, France) : 

dilué au 1/1500 en Tp A: 100 f..lllpuit 

incubation: 30 min à 37°C 

- 6 lavages PBS-tween 0,1 % 

-Révélation en ABTS: 

(2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline 6-sulfonic acid) diammonium (Sigma) 

dilué en tampon citrate 50 mM, pH 4 + H20 2 0,003 %: 100 f..lllpuit 

-Lecture à 405 nm: Lecteur de plaques Multiskan (Labsystems) 
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ANNEXE Xl 

BILHVAX la: INHIBITION DE L'ACTIVITE 

ENZYMATIQUE DE LA Sh28GST 

Technique: test in vitro d'activité enzymatigye 

- Préparation des plaques: Plaques 96 puits Maxisorp (Nunc) 

Tampon Phosphate 10 mM, pH 7,2 (PBS)- gelatine 0,5%- 200 JJVpuit 

30 min à re ambiante 

- Dépôt sur plaque: 

301 

rSh28GST en tampon phosphate de potassium 50 mM (Tp KP04), pH 6,5: 20 JJVpuit 

10 JJg/ml (7,14 pmole/puit) 

6 JJg/ml ( 4,3 pmoles/puit) 

4 JJg/ml (2,85 pmoles/puit 

2 JJg/ml (1,43 pmoles/puit) 

Serum (pur) par individu et par temps : 20 !JVpuit 

Incubation: lheure à 37°C 

-Réaction enzymatique: 

Préparation du substrat extemporanément: 

CDNB (1-Chloro-2,4-Di-Nitrobenzene; Sigma): 8,12 mg/ml dans ethanol absolu 

Glutathion réduit (Sigma): 12,3 mg dans 0,78 ml Tp KP04 + 0,22 ml NaOH lN 

l&pôt du substrat: 200 !Jl/puit 

9,50 ml de Tp KP04 

250 !Jl de CDNB 

250 !Jl de Glutathion réduit (GSH) 

- Lecture à 340 nm: Lecteur de plaques Multiskan (Labsystems) 

toutes les 15 secondes pendant 2 min 

résultats exprimés en ADO sur 2 min 

Principe de la réaction enzymatigue: 

GSH+Cl-:0-- N02 

NOz 
GSTJilo Gs§- NOz+W+Cr 

N02 

~ 
Composé coloré visible à 340 nm 



Annexes 

ANNEXE XII 

BILHVAX la: CULTURE CELLULAIRE EN SANG TOTAL 

ET DOSAGES DES CYTOKINES 

- Prélèvement sanguin et numération 
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prelevement de sang pour culture cellulaire en tube Sodium Héparine 20ml (Vacutainer) 

numération des cellules mononuclées (monocytes et lymphocytes) par COULTER 

prélèvement en tube EDTA- numération au CIC de Lille 

- Culture en sang total des cellules mononuclées: 

.I.Q.:- plaques 24 puits (Nunc) 

- dépôt de 2 x 106 cellules/puit en milieu de culture: 1 ml/puit 

C011U'ostion milieu de culture 

RPMI 1640 (Gibco, Courbevoie, France) 

Gentaline (Gibco): 8 mg/ml 

L-glutamine (Sigma, St-Louis, MO): 2 mM 

Sodium-pyruvate (Sigma): 1 mM 

-dépôt solution antigénique (dilué en milieu de culture): 1 ml/puit 

rSh28GST: 3, 10 ou 30 11g/ml final 

BCG: 10 11g/ml 

Con A: 1 11g/ml final 

milieu seul = témoin négatif 

incubation à 37°C en étuve à co2 
J3 et 15 : récupération des surnageants de culture 

- Dosage des cytokines dans les surnageants: 

Kits de dosage immunoenzymatique 

Immunotech (Marseille, France): IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13 et IFN-y 

Promega (Madison, WI): TGF-~1 ELISA System Kit 



Abstract 

Specifie immune response to vaccine candidate against schistosomiasis: 
from immuno-epidemiological evaluation to clinical trial. 

Schistosomiasis is a endemie parasite disease affecting 200 million of individuals in the tropics. The 

eggs layed in the tissues are at the origin of a severe pathology causing several thousand deaths every year. Since 

chemotherapy present limits of efficacy, the development of a vaccinal strategy occur the principal hope against 

schistosomiasis. The schistosome Glutathion S-Transferases of 28 kDa (28GST) are probably the most 

promising vaccine candidates to prevent the pathology. In animal models, the efficacy of 28GST vaccination is 

principally characterized by the reduction of worm fecundity mediated by antibody-dependent inhibition of 28GST 

enzymatic activity. 

The major objective of our immuno-epidemiological studies was to evaluate the immune response to S. 

haematobium 28GST (Sh28GST) in S. haematobium-infected populations from Senegal River basin. Our work 

show that specifie immune response is naturally acquired with age in a gender-dependent manner. Anti-Sh28GST 

IgG3 response associated with specifie IFNy and IL-10 production is predominant in males whereas specifie lgA, 

TGF~ and IL-10 production is higher in female population. Sexual hormones could play a key rote in the 

orientation of this gender-dependent immune response. In addition, we have demonstrated a specifie binding 

between Sh28GST and these steroid hormones suggesting that 28GST antigen could be involved to its own 

immunogenicity in favoring the access of sexual hormones to immune cells. These results point out the 

involvement of original mechanisms in the regulation of specifie immune response. The treatment by 

praziquantel (PZQ) induce the increase of the specifie IgG3 and IgA responses in infected children suggesting that 

chemotherapy could accelerated the development of age-dependent acquired immune response to 28GST. The rote 

of these isotypes in neutralizing the 28GST enzymatic activity bas been also suggested in acquired resistance to 

infection. 

The first clinical trials with Sh28GST antigen are actually performed and are coordinated by the Prof. A. 

CAPRON from Pasteur Institut of Lille. The results of Phase la trial showed that Sh28GST administration in 

healthy volunteers was weil tolerated and induced a strong immune response. Specifie IgG3 and IgA r~nses 

could be involved in the high inhibition of Sh28GST enzymatic act~vity induced after vaccination. This immune 

profile seems to be consistent with the initial concept supported by the preclinical data on the vaccine efficacy of 

Sh28GST and immuno-epidemiological studies. Our results show new mechanisms in the regulation of specifie 

immune response and are promising in the perspective of Phase 2 clinical trials in which the vaccination will be 

combined with PZQ treatment in infected children. 

Key-words: Human, Anti-infectious immunity, Schistosomiasis, Vaccination, 
Glutathion S-Transferases, Chemotherapy, Immune regulation. 



Résumé 

Les schistosomiases constituent un groupe de maladies parasitaires infectant 200 millions de personnes 

dans les zones sub-tropicales. Les oeufs pondus par les schistosomes s'embolisant dans les tissus provoquent une 

pathologie sévère qui cause plusieurs centaines de milliers de décès par an. La lutte chimiothérapique présentant de 

nombreuses limites d'efficacité, le développement d'un vaccin représente donc le principal espoir. Les Glutathion 

S-Transferase de 28 kDa (28GST) de schistosomes sont probablement les candidats vaccins les plus prometteurs 

pour prévenir la pathologie. Dans les modèles animaux, l'efficacité de la vaccination GST est caractérisée 

principalement par une réduction de la fécondité des vers médiée par l'inhibition de l'activité enzymatique 28GST 

par les anticorps. 

L'objectif principal de nos études immuno-épidémiologiques était d'évaluer la réponse immune spécifique à 

l'antigène Sh28GST chez des populations infectées par S. haematobiwn dans la région du Fleuve Sénégal. Notre 

travail montre que la réponse immune spécifique s'acquière naturellement avec l'âge et de façon sexe-dépendante. 

La réponse IgG3 anti-Sh28GST associée à la production spécifique d'IFNy et d'IL-lü est prépondérante chez les 

hommes alors que c'est la production d'IgA, de TGF~ et d'IL-lü spécifique qui est majoritaire chez les femmes. 

Les hormones sexuelles pourraient jouer un rôle majeur dans l'orientation de cette réponse sexe-dépendante. De 

plus, nous avons mis en évidence une liaison spécifique entre la Sh28GST et ces stéroïdes- suggérant que la 

28GST pourrait intervenir directement sur la régulation de son immunogénicité en favorisant l'accés de ces 

stéroïdes aux cellules immunitaires. Ces résultats soulignent l'existence de mécanismes originaux intervenant 

dans la régulation dela réponse immune spécifique. L'effet d'un traitement par le PZQ chez les enfants entraîne 

une augmentation des IgG3 et IgA spécifiques suggérant que cette chimiothérapie pourrait accélérer le 

développement de la réponse anti-28GST acquise naturellement avec l'âge. Le rôle de ces isotypes dans la 

neutralisation de l'activité enzymatique GST peut également être suggéré dans l'acquisition naturelle d'une 

résistance à l'infection. 

Les premiers essais cliniques avec la protéine S. haematobiwn 28 GST (Sh28GST) sont actuellement développés 

sous la responsabilité du Prof. A. CAPRON de l'Institut Pasteur de Lille. Les résultats de l'essai de Phase la ont 

montré que l'administration de la Sh28GST chez des volontaires sains était parfaitement tolérée et induisait une 

importante immunogénicité. Les IgG3 et lgA spécifiques interviendraient dans la forte inhibition de l'activité 

enzymatique GST induite après vaccination. Ce profil immunitaire semble donc compatible avec le concept 

initial d'efficacité vaccinale dela Sh28GST observée au cours des études pré-cliniques. Nos résultats ont permis de 

caractériser de nouveaux mécanismes de régulation de la réponse immune spécifique et sont prometteurs dans la 

perspective des essais cliniques de Phase 2 au cours desquels la vaccination sera associée au traitement par le PZQ 

chez des enfants infectés. 

Mots-clefs : Homme, Immunité anti-infectieuse, Schistosomiases, Vaccin, 
Glutathion S-Transferases, Chimiothérapie, Régulation immunitaire. 
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