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Résume.

L’injection de B.C.G. a la Souris entraine une augmentation de la résistance non spécifi-
que de l'organisme vis-3-vis de Schistosoma mansoni, se traduisant par une importante dimi-
nution du nombre des schistosomules pulmonaires ; les mécanismes de défense mis en jeu
semblent intervenir de facon précoce dés les premiers stades de migration larvaire du para-
site. L’¢état de résistance non spécifique ainsi obtenu apparait de fagcon progressive aprés 1'ino-
culation du bacille ; il se maintient plusieurs semaines bien qu’il ait alors tendance a s’atté-
nuer. Une réinoculation de B.C.G. a I'animal déja sensibilisé aux antigénes du bacille entraine
une immunostimulation beaucoup plus intense et dont le délai d’apparition est beaucoup
plus court.

Summary.

Effects of Bacillus Calmette and Guérin (B.C.G.) on larvae migration of
Schistosoma mansoni in mice.

The injection of B.C.G. into mice results in an increase of non-specific resistance in the
organism against Schistosoma mansoni characterized by a sharp reduction in the number of
pulmonary schistosomules ; the defense mechanisms involved appear to act early in first stages
of migration by the parasite larvae. The state of non-specific resistance thus obtained appears
progressively following innoculation of the bacillus ; it is maintained for several weeks despite
its tendency to weaken afterwards. Re-inoculation of B.C.G. in an animal which has already
been sensitized to the antigens of the bacillus results in a immunostimulation which is far
more intense and which appears much earlier on.
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Le B.C.G. se comporte comme un immuno-stimulant qui augmente la résis-
tance non spécifique de 'organisme vis-a-vis de différents agents infectieux de nature
virale, bactérienne ou parasitaire. C’est ainsi que chez la Souris l'injection de B.C.G.
entraine une plus grande résistance a l'infestation par Schistosoma mansoni comme
le montre la diminution du nombre de parasites adultes hébergés par les animaux
traités (2, 4). Mais il est certain que I’action protectrice du B.C.G. s’exerce dés les
stades précoces de l'infestation ainsi que nous avons pu nous-mémes le constater
(12, 13). Le but de ce travail est de préciser l’action du B.C.G. sur la migration
larvaire de Schistosoma mansoni chez la Souris.

Matériel et Méthodes

PROTOCOLE D’IMMUNOSTIMULATION.

Des souris femelles de race Swiss sont traitées par 1 mg d’immuno-B.C.G. Pas-
teur F, injecté par voie intraveineuse. Une deuxieéme injection de la méme quantité
de B.C.G. est éventuellement effectuée 8 semaines plus tard pour certains groupes
d’animaux.

INFESTATION D’EPREUVE.

Les souris préalablement rasées sont infestées par balnéation a raison de 2 000 cer-
caires de Schistosoma mansoni (1) par animal.

L’infestation d’épreuve est réalisée a des temps variables aprés la derniére injec-
tion de B.C.G. allant du jour de l'injection jusqu'a la 11¢ semaine suivant l'injection.

Des souris non traitées par le B.C.G. sont infestées dans les mémes conditions
et servent de témoins.

TESTS D'IMMUNITE.

La numération des schistosomules pulmonaires est effectuée a des temps variables
aprés l'infestation allant du jour de l'infestation au 21¢ jour de l'infestation, suivant
la méthode de Sher et al. (9). Les vaisseaux pulmonaires sont perfusés par du liquide
de Hanks hépariné et les poumons coupés en morceaux de 1 a 2 mm sont mis a
incuber pendant 3 heures a 37 °C dans du liquide de Hanks. Aprés élimination des
grosses particules la suspension larvaire est centrifugée et la numération des schis-
tosomules contenues dans le culot est effectuée au microscope au faible grossissement.

Pour la numération des schistosomules cutanées, l'infestation est réalisée au
niveau d’une zone bien délimitée des téguments par une technique dérivée de celle
de Smithers et Terry (10), la Souris est immobilisée sur le dos a I'aide de bandes
de sparadrap et un écrou en acier est déposé sur I’abdomen préalablement rasé de

(1) Souche L.E. Belo Horizonte.
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I’animal, la suspension de cercaires est déposée a l'intérieur de I’écrou (200 cercai-
res par souris) et laissée en contact avec les téguments pendant 30 minutes. La numé-
ration des schistosomules cutanées est effectuée a des temps variables du 1°" au
5¢ jour de linfestation suivant la technique de Miller et Wilson (8); la zone des
téguments mise en contact avec la suspension de cercaires est prélevée et découpée
en morceaux, puis mise a incuber pendant 3 heures a 37 °C dans du liquide Hanks ;
les schistosomules sont ensuite comptées suivant un protocole analogue a celui uti-
lisé pour la numération des schistosomules pulmonaires.

Nombre de
schistosomules
( valeur moyenne )

300 ———= Traités

MA———ATémoins

200}

100} —

5 10 15 20 Temps en
jours

Fig. 1. Effet d’une injection de B.C.G. sur l’appari-
tion des schistosomules de S. mansoni au niveau du
poumon de la Souris.

Résultats
I. — ETUDE COMPAREE DES CINETIQUES D’APPARITION DES SCHISTOSOMULES AU NIVEAU
DES POUMONS DE SOURIS TRAITEES PAR LE B.C.G. ET DE SOURIS TEMOINS.

Vingt-cinq Souris traitées par le B.C.G. sont infestées 14 jours plus tard a rai-
son de 2 000 cercaires par animal ; parallelement, 25 Souris non traitées par le B.C.G.
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sont infestées dans les mémes conditions avec la méme suspension de cercaires. Tous
les 2 jours, jusqu’au 21°¢ jour de l'infestation, 2 Souris de chaque groupe sont sacri-
fiées et les schistosomules pulmonaires sont dénombrées.

Les résultats rapportés sur le tableau 1 montrent que chez les Souris témoins,
des schistosomules sont décelables au niveau du poumon dés le 3¢ jour de l'infesta-
tion, leur nombre est maximum au 5¢ jour et décroit ensuite trés rapidement, puis
d’une maniere beaucoup plus lente puisqu’au 21°¢ jour quelques parasites sont encore
décelables au niveau du poumon.

Chez les Souris traitées par le B.C.G. le nombre de schistosomules est nette-
ment abaissé par rapport aux témoins, mais leur délai d’apparition au niveau des
poumons n’est nullement modifié, en particulier, aucun retard ne peut étre noté.

Tableau 1. Effet d'une injection de B.C.G. sur l'apparition des schistosomules de S. mansoni au niveau

du poumon de la Souris. (Deux Souris témoins et deux Souris traitées par le B.C.G. sont sacrifiées a des

temps déterminés apreés l'infestation ; les chiffres rapportés sur le tableau indiquent le nombre de

schistosomules retrouvées pour chaque Souris autopsiée, les chiffres entre parenthéses indiquent les
valeurs moyennes)

. . Nombre de schistosomules recueillies au niveau des poumons
Temps de l'autopsie

apres l'infestation

Souris témoins Souris traitées

B O ovsesvres  p R ;g ( 82) }Z (16.5)
O JORMES oo et wa s S AR A SR AT SRR SR g:g (323) '9/3 (84)
TROUES ssnassammmavamassnanssinsssmos is o s ies :gi (181) gg (64)
TOJONES s vivspssssasans suses sreumsss vimna o s 2? ( 73) ;; (33)

B2 JOUDS caucsemnorsvs numsensvennmpayins nnssnesnssnssis ;g (24) lg (11)
R  (22) 5 (83)
LT JOUTS e coen rrnasassssampsn ssasmusmgs snosensnssnses {g (14) Z (6)

19 JONES v vasmisnviguenpmninsiss sns b ivansaiinss LZ (10) ; (2
2L YOS s i s B TN R 2 ( 7) : (1)
II. — INTENSITE ET DELAI D’APPARITION DE L’IMMUNOSTIMULATION CHEZ DES SOURIS

TRAITEES PAR DEUX INJECTIONS DE B.C.G.

Un premier lot de 25 Souris (lot A) regoit deux injections de B.C.G. séparées
par un intervalle de temps de 8 semaines.

Un deuxéme lot de 25 Souris (lot B) recoit une seule injection de B.C.G., contem-
poraine de la 1™ injection du lot A.



B.C.G. ET S. MANSONI CHEZ LA SOURIS 91

Un troisieéme lot de 25 Souris (lot C) recoit une seule injection de B.C.G. contem-
poraine de la 2¢ injection du lot A.

Un dernier lot de 25 Souris ne regoit pas de B.C.G. et sert de témoin.

L’infestation des Souris des différents lots est effectuée, a raison de 3 Souris
par lot, a des temps déterminés aprés la deuxieme injection de B.C.G. (allant du
jour de linjection au 21¢ jour suivant l’injection).

La numération des schistosomules pulmonaires est effectuée dans tous les cas
au 5¢ jour de l'infestation.

Le protocole utilisé peut étre résumé de la fagon suivante :

8 semaines 5 jours
Lot A : 1™ injection 2¢ injection __ Infestations Numération
de B.C.G. de B.C.G. des schistosomules
S jours
Lot B : Injection Infestations Numération
de B.C.G. des schistosomules
S jours
Lot C Injestion __Infestations —___ Numération
de B.C.G. des schistosomules

Les résultats obtenus pour les Souris du lot C (fableau II et fig. 2) montrent
qu’a la suite d’une seule injection de B.C.G. un état de résistance non spécifique se
développe rapidement dans l'organisme : déja net chez les animaux infestés 5 jours
apreés l'injection de la suspension bacillaire cet état de résistance devient important
a partir des 7¢-10° jours et se maintient a ce niveau jusqu’a la fin de la période d’obser-
vation (21 jours). L’étude des Souris du lot B montre par ailleurs que 8 semaines
aprés une seule injection de B.C.G. I'état de résistance non spécifique est encore
important, mais il a tendance a disparaitre progressivement. Quant aux Souris trai-
tées par 2 injections de B.C.G. (lot A) elles présentent un état de résistance marqué,
plus intense que celui des animaux n’ayant recu qu'une seule injection ; d’autre part
cet état de résistance se manifeste trés rapidement puisqu’il peut étre mis en évidence
chez des Souris infestées le jour méme de la 2¢ injection de B.C.G. (6 heures aprés
Iinjection) et sacrifiées 5 jours plus tard pour la numération des schistosomules ; cet
état de résistance se maintient par la suite durant toute la durée de l’observation
(21 jours).

III. — ETUDE COMPAREE DES SCHISTOSOMULES CUTANEES CHEZ DES SOURIS TRAITEES
ET NON TRAITEES PAR LE B.C.G.

Cinq Souris traitées par 2 injections de B.C.G. pratiquées a 8 semaines d’inter-
valle sont infestées 2 semaines aprés la deuxieéme injection de B.C.G. suivant la
méthode de Smithers et Terry précédemment décrite.



Tableau Il. Effet d'une 2¢ injection de B.C.G. sur l'intensité et le délai d’apparition de I'immunostabula-
tion. Les chiffres rapportés indiquent le nombre de schistosomules retrouvées pour chaque Souris
autopsiée, les chiffres entre parenthéses indiquant les valeurs moyennes | les pourcentages sont calculés a
partir des valeurs moyennes par rapport aux témoins non traités infestés et autopsiés le méme jour.
(Lot A : Souris ayant regu 2 injections de B.C.G. a 8 semaines d’intervalle
Lot B : Souris ayant regu 1 seule injection de B.C.G. contemporaine de la 1™ injection du lot A.
Lot C : Souris ayant regu 1 seule injection de B.C.G. contemporaine de la 2¢ injection du lot A. Les
témoins n'ont pas recu de B.C.G.)

Temps de I'infestation
aprés la 2° injection

Nombre de schistosomules pulmonaires au 5¢ jour de I'infestation

de B.C.G. Lot A Lot B Lot C Témoins
8 53 187 210
6 heures 7 42% 61  292% 201  961% 174
9 54 166 192
8%25) (56 % 10,9) (1847 £ 43,7) (192 % 44,7)
8 75 168 203
2 jours 6 4 % 63 364% 175 84% 211
10 79 190 182
(8+5) (123+206) (1776 £279) (1987 £37.2)
3 95 154 220
5 jours 5 5% 8 43 % 157 733% 209
2 103 173 231
(33%38) (947+212) (1613 £254) (220 +£27.3)
9 94 53 219
7 jours 6 34% 122 SL1% 40 255% 182
5 89 59 196
(6,7 £5.2) (1017 £442) (507 %24.1) (199 £ 46,4)
13 84 52 310
10 jours 5 32% 141 452% 22 189% 264
8 143 83 253
(8.7 % 10) (1247 £876)  (523+758) (2757 £75.1)
4 151 47 210
15 jours 5 28% 174 73.6% 31 184% 195
9 143 34 232
(6 % 6.6) (156 + 40) (393 £169) (2123 *46.2)
6 135 35 201
21 jours 8 33% 113 664% R 171% 233
11 41 197
(7127 (139,7 £77.6) (36 % 11,4) (210,3 * 49)

La comparaison statistique des taux d’infestation des différents lots A, B et C par rapport au lot
témoin montre que les taux d'infestation du lot A sont plus bas que ceux du lot témoin (p < 0,01). Ilen
est de méme pour le lot B (p < 0,01 sauf pour les temps 15 jours et 21 jours ol p < 0,05) Pour le lot C,

les différences sont statistiquement significatives a partir du temps 5 jour (p < 0,01).
La comparaison statistique des taux d'infestation du Lot A (2 injections de B.C.G.) et du lot C (1 seule
injection de B.C.G.) montre que les différences observées sont significatives a tous les temps (p < 0,01)
a I'exception du temps 10 jours.
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e——elot A(2 lnjlectlons de BCG 3 8 semaines
100}— d'intervalle

o-—OLot B (1injection de BCG contemporaine de
la lere injection du lot A)

A.—wALot C (1 injection de BCG contemporaine de
la 2eme injection du lot A)

P

- R— .
'_"\./- P = l
10 20
Temps de l'infestation aprés la 2éme injection de BCG (en jours )

Fig. 2. Intensité de l'infestation (en % par rapport aux témoins).

Cinq Souris non traitées par le B.C.G. sont infestées dans des conditions iden-
tiques avec la méme suspension de cercaires. Du 1° au 5¢ jour de linfestation, une
Souris de chaque lot est sacrifiée et les schistosomules cutanées et pulmonaires sont
comptées.

Tableau I11. Action de l'immunostimulation par le B.C.G. sur les schistosomules cutanées et pulmonaires
de Souris infestées par 200 cercaires de S. mansoni

Nombre de schistosomules recueillies
Temps de I'autopsie

apres I'infestation Peau Poumons
Témoins Traitées Témoins Traitées
1 Jour: sisssai 64 66 0 0
j . 35 33 0 0
4 3 2 0
0 1 15 0
0 0 80 1
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Les résultats rapportés sur le tableau 111 montrent qu’au 5¢ jour de l'infestation
le nombre des schistosomules pulmonaires est considérablement abaissé chez les ani-
maux traités, confirmant I'immunostimulation réalisée. Par contre, les nombres de
schistosomules décelées au niveau de la peau sont tout a fait comparables chez les
Souris traitées et non traitées. Il faut cependant noter que certaines schistosomules
recueillies chez les animaux traités semblent avoir perdu une partie de leur mobilité.

Discussion

L’injection de B.C.G. permet d’augmenter de fagon importante la résistance
de la Souris vis-a-vis de S. mansoni. Les résultats que nous avons obtenus montrent
que les facteurs de défense mis en jeu s’exercent de facon précoce durant la phase
de migration des formes larvaires du parasite dans 'organisme. Nous avons pu d’ail-
leurs constater que le B.C.G. est pratiquement sans action lorsqu’il est injecté a des
Souris déja infestées par un parasite dont la migration larvaire est terminée. Ces
observations sont tout a fait en accord avec les notions généralement admises concer-
nant Iimmunité au cours de la schistosomiase : l'organisme infesté par le parasite
développe une résistance a la réinfestation qui s’exerce aux dépens des formes lar-
vaires d’invasion du parasite ; mais cet état de résistance est incapable d’entrainer
I’élimination de la population de vers adultes déja installés dans l'organisme (état
d’immunité concomitante). Des antigénes de I’hote se fixent sur les schistosomules
au cours de leur migration et masqueraient ainsi les antigénes parasitaires, permet-
tant ensuite aux parasites plus agés d'échapper aux réactions immunologiques de
I'organisme (11). Un tel processus ne peut, semble-t-il, intervenir dans le déroulement
d’'une immunostimulation non spécifique telle que celle obtenue par le B.C.G.;
d’autres raisons doivent étre invoquées dans ce cas pour expliquer la résistance des
parasites adultes (localisation, taille, etc...). L’étude des schistosomules pulmonaires
montre que la migration du parasite vers les poumons atteint son maximum au 5¢ jour
de l'infestation, mais elle se poursuit au-dela du 20¢ jour; chez les animaux traités
par le B.C.G. la courbe de migration présente la méme allure: 1’étalement est le
méme et le maximum se situe également au 5¢ jour de l'infestation. Aucun retard
dans la migration des parasites vers le poumon n’est donc observé chez les animaux
soumis a une immunostimulation par le B.C.G.; par contre le nombre de parasites
parvenant aux poumons est considérablement abaissé par rapport aux témoins.
On peut en conclure qu'un certain nombre de schistosomules ont été détruites avant
leur arrivée aux poumons et c’est pourquoi nous avons entrepris 1’étude des schis-
tosomules cutanées. Les résultats préliminaires portant sur un petit nombre d’ani-
maux rapportés dans ce travail ne permettent pas de déceler de différences pour
le nombre de schistosomules retrouvées au niveau des téguments a différents temps
de l'infestation chez les animaux traités et les témoins. On pourrait donc conclure
que la destruction des parasites s’effectue a un niveau intermédiaire entre la peau
et les poumons. II faut cependant noter qu’une altération de la mobilité des schis-
tosomules cutanées peut étre observée chez les animaux traités, permettant d’envisa-
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ger une atteinte encore plus précoce du parasite, dés son passage au niveau des
téguments.

L’immunostimulation obtenue dépend par ailleurs des modalités d’administra-
tion du B.C.G. Les facteurs conditionnant l'efficacité du B.C.G. sont liés d’abord
au B.C.G. lui-méme : dose, souche, méthode de culture et de conservation (5).
L’immuno B.C.G.-F utilisé dans ce travail est une préparation de B.C.G. vivant frais
conservé & -+ 4°C dans une solution stabilisante (milieu de Dubos additionnée de
glycérol et d’albumine humaine) ; il a été choisi en raison de son pouvoir immuno-
stimulant élevé (7). Des facteurs liés a I'hdte jouent aussi un role important ; c’est
ainsi qu’aprés une injection unique de B.C.G. I'immunostimulation ne se manifeste
qu’aprés un certain temps de latence ; un état de résistance non spécifique impor-
tant ne se manifeste qu’aprés le 10¢ jour et on estime généralement qu’il est condi-
tionné par l'apparition d’'un état d’hypersensibilité vis-a-vis des antigénes bacillaires
(1, 5). Effectivement, ainsi que nous l’avons constaté, la réinoculation de B.C.G. a
des souris déja sensibilisées par une 1™ injection de bacilles entraine une immuno-
stimulation ; celle-ci est non seulement plus marquée, mais son délai d’apparition
aprés l'injection de da suspension bacillaire est beaucoup plus court. Ce sont bien
les caractéristiques d’une réaction immunitaire de type secondaire. On considére habi-
tuellement, a la suite des travaux de MacKaness (1), que l’action immunostimulante
du B.C.G. met en jeu un processus se déroulant en deux temps: durant le 1°" temps,
les lymphocytes sensibilisés de l'organisme reconnaissent les antigénes bacillaires ;
durant le 2° temps, non spécifique, les lymphocytes sensibilisés ayant réagi avec
I'antigéne libérent des produits de sécrétion qui activent les macrophages. Des étu-
des récentes se sont efforcées de préciser les roles des différents types cellulaires
impliqués dans ces réactions. Un traitement préalable de I'organisme par un sérum
antithymocyte est en mesure d’abolir le pouvoir immunostimulant du B.C.G., confir-
mant I'importance du réle joué par les lymphocytes T (3). D’autre part, des macro-
phages obtenus a partir d’organismes traités par le B.C.G. sont en mesure de tuer les
schistosomules de S. mansoni in vitro, confirmant leur rdle de cellules effectrices.
Le mécanisme par lequel les macrophages tuent le parasite est encore imparfaitement
connu ; il met probablement en jeu des facteurs solubles qui ont pu étre retrouvés
dans les surnageants des cultures in vitro (6). Il est probable que la mise en jeu de
lymphocytes sensibilisés n’est pas la seule voie d’activation des macrophages: en
effet, a la suite d’'une primo-inoculation de B.C.G. un état de résistance non spécifi-
que est décelable dés les premiers jours suivant I’inoculation du bacille, avant qu’un
état d’hypersensibilité retardée puisse s’étre développé. De plus, une immunostimu-
lation peut aussi étre observée chez des souris Nude dépourvues de lymphocytes
T (12).
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