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Les Précipitines sériques
dans les Bilharzioses humaines et expérimentales

a Schistosoma mansoni, S. baematobium et . Jjaponicum,

Par A. CAPRON, A. VERNES, J. BIGUET et F. ROSE
et A. CLAY et L. ADENIS (pour I'étude anatomo-pathologique) *

Avant-Propos

L’immunologie et la sérologie des bilharzioses constituent I'un des chapitres de patho-
logie parasitaire qui a suscité depuis quelques années le plus de recherches, dont certaines
particuliérement fructueuses.

Cependant, les mécanismes de I'immunité dans les schistosomoses humaines et animales
demeurent toujours obscurs en dépit de la mise en ceuvre des techniques d’étude les plus
modernes.

s

Leur connaissance apparait pourtant indispensable a la compréhension des relations
qui dans ces parasitoses unissent le parasite a son hoOte et constitue la seule approche
rationnelle de procédés de contrdle qui viseraient a supprimer ou atténuer les manifestations
pathologiques de ces helminthiases.

Ce travail qui entre dans le cadre des investigations entreprises au Laboratoire de
Parasitologie de la Faculté de Médecine de Lille depuis 1962, n'a d’autre ambition que
d'apporter a la connaissance des précipitines, anticorps privilégiés dont on sait le role
considérable qu’ils jouent dans I'immunité des helminthiases, la contribution des techniques
d’immuno-diffusion.

* Travail réalisé grice a I'aide de 1'Organisation mondiale de la Santé et de I'Institut national
de la Santé et de la Recherche médicale.
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Introduction

« Precipitins play a unique role in helminth

immunity. »

KAGAN (1958).

Il est généralement admis (Kagan, 1958) que les précipitines jouent un role consi-
dérable dans I'établissement des phénoménes immunitaires au cours des infections
helminthiques. Formées par I'hdte, en réponse au matériel sécrété et excrété par le
parasite, et aux antigénes somatiques des vers morts, elles ont été rendues responsables
des phénomeénes d’immobilisation des helminthes dans les tissus de I'hote, des arréts de
croissance, des altérations métaboliques et de Iinhibition de I'activité enzymatique des
vers (Taliaferro, 1940-1943).

Leur recherche dans les schistosomoses fut d’abord entreprise par le « precipitin-
test ».

L’utilisation par Taliaferro et coll. (1928) d’extraits d’Australorbis glabratus infectés
ne s’'avéra pas spécifique. Oliver-Gonzalez (1955), par la technique du « ring-test »,
montra que le titre des précipitines évalué avec un antigéne cercarien était plus élevé
chez les patients récemment infectés que chez ceux porteurs d’infections chroniques,
cependant que les titres obtenus avec I'antigéne adulte étaient sensiblement constants
dans les deux groupes.

D’autres techniques d’investigation objectivant la formation de précipitines autour
des ceufs de schistosomes, Circum oval precipitin-test (Oliver-Gonzalez, 1954), ou des
cercaires (Cercarien Hiillen Reaction, Vogel et Minning, 1949), sont trés largement
utilisées et ont fait 1'objet de multiples publications.

Les possibilités d’utilisation des techniques de double diffusion en gélose pour la
recherche des précipitines dans les bilharzioses humaines ou expérimentales furent
étudiées par divers auteurs.

Levine (1959), Smithers (1960-1962), Biguet et coll. (1962), Yogore et coll. (1962),
Kent (1963), Kagan et Norman (1963), Da Silva et Ferri (1965) y apportérent succes-
sivement leur contribution.

Parallélement, Biguet et coll. (1962), Damian (1962), Kagan et Norman (1963),
Capron et coll. (1965) analysaient, par des sérums de lapin hyperimmuns, la structure
antigénique de Schistosoma mansoni et de ses stades larvaires.

L’ensemble de ces recherches devait conduire a améliorer sensiblement nos
connaissances théoriques des antigénes des schistosomes humains.
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Le présent travail synthétise I'expérience acquise depuis 1962, dans I'analyse par
immuno-diffusion de plus de 200 sérums de sujets atteints de bilharziose a S. mansoni,
S. haematobium et S. japonicum, et de plus de 366 sérums provenant de 185 animaux
(hamsters, singes et lapins) expérimentalement infectés par S. mansoni, S. haematobium
et S. japonicum, et dont I'évolution des anticorps précipitants a été, pour certains d’entre
eux, suivie au cours de l'infection.

1 Les réponses des sérums bilharziens aux antigénes des trois espéces de schis-
tosomes préparés au laboratoire ont été systématiquement étudiés.

Dans cette optique, nous avons testé par les méthodes de double diffusion en gélose
et par immuno-€lectrophorése des sérums de sujets bilharziens atteints des trois types
de schistosomose.

Nous avons étudié les variations des réponses immunitaires en fonction de I'espéce
de schistosome en cause et en fonction de la provenance géographique des sérums.

Il nous a semblé particulierement intéressant d’étudier les réponses immunologiques
des différents sérums en fonction du tableau clinique et ce, surtout dans le cas de la
bilharziose a S. mansoni et S. haematobium, ol les malades ont été répartis en quatre
groupes évolutifs selon la classification de Farooq (1964).

2" D’autre part, nous avons entrepris sur le hamster doré, et par les mémes techni-
ques, une étude qualitative et chronologique des précipitines au cours de linfection
bilharzienne a S. mansoni et S. haematobium : nous avons pu ainsi déterminer la
chronologie d’apparition des anticorps précipitants.

Ont également été étudiés au cours de ce travail :

— Les anticorps spécifiques du stade du cycle évolutif ;

— Les anticorps spécifiques de I'espéce de schistosome en cause ;

— Les lésions anatomiques des hamsters ayant fait I'objet de nos recherches
immunologiques ; I’étude de ce dernier point ayant été entreprise dans I'intention d’éta-
blir une éventuelle relation entre la réponse immunitaire de I’hote et le stade des lésions
anatomiques.

Résumé des travaux antérieurs
sur la structure antigénique des Schistosomes humains

A) Analyse par les hyperimmunsérums expérimentaux

1° Schistosoma mansoni.

De 1962 a 1965, Biguet, Capron et coll. entreprenaient I'étude électrophorétique,
immuno-électrophorétique et la caractérisation des antigénes spécifiques de S. mansoni.

En 1962, ces auteurs, grice a I’électrophorése en gélose pratiquée sur I'antigéne
standard CINa, 0,018 M, identifiaient huit fractions protéidiques, cinq fractions gluco-
protéidiques et une fraction lipidoprotéidique.
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L’analyse immuno-électrophorétique parfaitement reproductible des antigénes de
S. mansoni démontrait I'existence d’au moins 14 fractions antigéniques (dont 12 majeu-
res), numérotées de 1 a 14, selon leur position de la zone cathodique a I'extrémité
anodique.

Une étude comparative des antigénes de S. mansoni avec ceux de F. hepatica,
D. dendriticum, T. saginata, E. granulosus, A. lumbricoides, O. volyulus et T. spiralis
révélait que neuf fractions étaient communes avec ces divers helminthes.

Dans la limite de cette expérimentation, cinq fractions dont trois majeures,
de lextrait de S. mansoni, apparaissaient spécifiques.

L’une d’elles, la fraction 4, se révélait comme un constituant majeur de la
mosaique antigénique.

La valeur antigénique des produits d’incubation était étudiée.

D’autre part, ’étude de 'ordre d’apparition des anticorps expérimentaux chez le
lapin hyperimmunisé montrait que I'anticorps correspondant a la fraction 4 était le pre-
mier a étre mis en évidence et ceci dés la fin de la seconde semaine d’immunisation.

En 1963, Kent, pratiquant I’électrophorése d’extraits aqueux de schistosomes
adultes et de cercaires, identifiait dix fractions protidiques chez le ver adulte et huit
chez la cercaire.

En 1963, Kagan et Norman étudiaient par les méthodes de double diffusion
en gélose les antigénes de S. mansoni préparés par les méthodes de Melcher, Chaffee
et par extraction trichloracétique. Des antigénes préparés par les mémes méthodes a
partir d’ceufs et de cercaires, étaient également analysés. Les auteurs révélaient ainsi
sept fractions spécifiques du ver adulte, trois de la cercaire et cinq de I'ceuf. 25 arcs de
précipitation ne purent étre identifiés.

Cinq des sept fractions du ver adulte étaient retrouvées dans la cercaire et
I’ceuf.

Dans un récent travail Capron, Biguet et coll. (1965), entreprenaient I’étude
immuno-électrophorétique des divers stades larvaires de S. mansoni et des adultes
des deux sexes.

L'utilisation par ces auteurs de l'agarose comme support de I'immuno-€lectro-
phorése permettait, en sensibilisant la méthode, d'identifier 21 fractions dans les
extraits antigéniques de vers adultes (schéma 1, photo n* 6).

Les schistosomes males et femelles n’apparaissaient pas différer dans leurs cons-
tituants majeurs et le fait que des schistosomules de 20 jours possédaient I'essentiel de
la structure antigénique des adultes sexuellement mfirs, permettait de mettre I'accent
sur le role négligeable des protéines génitales telles qu'elles peuvent étre analysées
par les méthodes de diffusion en gélose.

L’étude comparée des divers stades larvaires et des adultes mettait en évidence
I’existence de 11 fractions antigéniques communes a l'adulte et I'ceuf, 14 fractions
communes entre I'adute et la cercaire et 12 fractions communes a I'adulte et aux pro-
duits d’incubation. L’identité indéniable de structure des divers stades larvaires et des
extraits somatiques ou d’incubation des schistosomes s’objectivait particulierement au
niveau de la fraction 4, constituant majeur de chacun des extraits utilisés. L’analyse
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comparée d’extraits cercariens et d’exemplaires d’Australorbis glabratus, hote intermé-
diaire de S. mansoni, révélait I'existence d’une communauté antigénique non négli-
geable portant sur cing fractions, dont quatre étaient identifiées chez le schistosome
adulte. Ces faits constituaient la premitre démonstration chez les helminthes, d'un
processus de synthése par le parasite, de protéines de comportement antigénique iden-
tique & celles de I'hdte intermédiaire. Il était vraisemblable que ces relations entre le
parasite et I'h6te exprimaient un modalité de I'adaptation parasitaire.

L’existence de quatre fractions antigéniques communes au schistomose adulte et
a son hodte définitif, relevait peut-étre de la méme interprétation, mais la possibilité
quelles soient déterminées par les protéines des contenus caecaux des schistosomes

n’était pas éliminée avec certitude.

2° Schistosoma haematobium.

A notre connaissance aucun travail ne fait état jusqu’a ce jour de I'étude immu-
nologique des antigénes de S. haematobium. La difficulté d’entretien d’une souche de
S. haematobium hors des zones d’endémie constitue en effet un redoutable obstacle
a I'obtention en quantité suffisante des vers adultes nécessaires a de telles recherches.

3° Schistosoma japonicum.

Nous n’avons retrouvé dans la littérature qu'une seule publication, celle de
Yogore et coll. (1962), traitant de I'analyse des antigénes de S. japonicum par la
microméthode d’Ouchterlony.

Ces auteurs analysaient par cette méthode trois préparations de S. japonicum par
des sérums de lapins hyperimmunisés. Les antigénes utilisés étaient :

— Un extrait somatique préparé par extraction saline a partir de vers adultes
lyophylisés ;

— Un antigéne d’incubation ou métabolique ;

— Un extrait ovulaire préparé par extraction saline a partir d’ceufs de S. japo-
nicum lyophylisés. .

Le sérum hyperimmun fut obtenu a partir d’un lapin ayant regu quatre injections
de vers adultes lyophylisés & une semaine d’intervalle puis, six mois plus tard, trois
injections & une semaine d’intervalle d’extraits de vers non lyophylisés.

Le maximum d’arcs de précipitation observé se décomposaient comme suit :

— 10 arcs avec l'antigéne somatique :

— 5 arcs avec l'antigéne métabolique ;

— 6 arcs avec l'antigéne ovulaire.

Les communautés antigéniques observées se traduisaient par :
— 2 arcs communs aux antigénes somatique et métabolique ;
— 4 arcs communs aux antigénes somatique et ovulaire ;

— 3 arcs communs aux antigénes métabolique et ovulaire.
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B) Les précipitines sériques dans les Bilharzioses

humaines et expérimentales

1° Schistosoma mansoni.

Clest en 1960, que Smithers, le premier, faisait état de résultats préliminaires
obtenus par la technique de double diffusion en gélose dans I’analyse immunologique
des sérums de singes rhésus, infectés expérimentalement par S. mansoni. L’auteur
montrait que les réactions optimales étaient obtenues avec I'antigéne ceuf, puis
'antigéne cercarien, I'antigéne adulte ne donnant lieu qu’a des réactions faibles et
inconstantes. Dans leur travail de 1962, Biguet et coll. étudiaient la réactivité de
32 sérums humains vis-d-vis de I’antigéne S. mansoni. Dans 28 cas, la technique
d’Ouchterlony permettait d’observer un ou deux arcs de précipitation qu'il ne fut pas
possible de localiser par immuno-électrophorése. Les sérums de deux Macacus mulatta
révélaient respectivement deux et trois arcs de précipitation en Ouchterlony, ces der-
niers résultats confirmaient ceux obtenus précédemment par Smithers avec des sérums
de Macacus rhésus et un extrait aqueux de S. mansoni.

En 1963, Kent, utilisant les méthodes de double diffusion en gélose, mettait
en évidence dans les sérums humains de bilharziens de deux a trois arcs de précipitation
et localisait par immuno-électrophorése un arc de précipitation anti-cercarien et un
arc anti-adulte.

La méme année Kagan et Norman utilisaient les mémes méthodes et retrouvaient
dans les sérums de patients bilharziens un & trois arcs de précipitation ; deux de ces
arcs étaient identiques a ceux provenant de sérums de lapins immunisés par des
schistosomes adultes et testés par un antigéne cercarien. Il pouvait apparaitre en
définitive, eu égard a I'excellente concordance des résultas obtenus par les divers auteurs
précités, qu’'en comparaison avec d'autres helminthiases ol I'analyse immuno-électro-
phorétique de I'antigéne vermineux par le sérum des malades ou d’animaux expéri-
mentalement infectés permet la révélation d’anticorps précipitants : hydatidose (Kagan,
1962), onchocercose (Biguet et coll., 1962-1965), distomatose (Capron et coll., 1964-
1965), paragonimose (Capron et coll., 1965), cysticercose (travail en cours), et constitue
une méthode précieuse de diagnostic, celui des bilharzioses ne pouvait que médiocre-
ment bénéficier de 'apport des techniques d’immuno-diffusion.

Cependant en 1964, Biguet et coll.,, dans un rapport a I'Organisation Mondiale
de la Santé, puis au 1°* Congrés International de Parasitologie, faisaient état d’excellents
résultats obtenus par I'étude immuno-électrophorétique chez les malades sélectionnés
selon le stade clinique de laffection. De deux a neuf arcs de précipitation pouvaient
étre mis en évidence et les auteurs attiraient pour la premiére fois Iattention sur
I’apparente relation qui semblait exister entre le taux des anticorps précipitants et le
gradient clinique de I'infection.

Ces premiers résultats laissaient envisager I'intérét que pourrait revétir la recher-
che dans les bilharzioses humaines ou expérimentales, des précipitines, en fonction
de la chronologie de linfection bilharzienne et des lésions qu’elle détermine chez
I'héte.
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En 1965, Da Silva et Ferri, se livraient 2 une étude immunologique plus impor-
tante par la technique d’Ouchterlony. Ces auteurs étudiaient les réponses a I’antigéne
S. mansoni de 66 sérums de bilharziens a S. mansoni, diagnostic parasitologiquement
confirmé par la présence d'ceufs dans les selles, ou par biopsie rectale.

Ces 66 malades étaient séparés en deux groupes cliniques :

— 29 malades porteurs d’une forme hépato-intestinale ;
— 37 malades porteurs d’'une forme hépatosplénique.

Les réactions positives variaient de 78,3 % dans les formes hépatospléniques
a 37,9 % dans les formes hépato-intestinales.

Le nombre d’arcs de précipitation, qui allait d'un a quatre, subissait également
les mémes variations. Dans les formes hépato-intestinales, le nombre d’arcs observés
était presque toujours de un, alors que dans les formes hépatospléniques, il était
fréquemment de deux a trois. Ces résultats confirmaient les observations préliminaires
de Biguet et coll., et I'intérét d’'une étude conjointe des réactions immunitaires et des
manifestations cliniques dans les bilharzioses humaines.

2° S. haematobium.

Il n’existe aucune relation de I'analyse immunologique de I'antigéne S. haema-
tobium par des sérums humains.

3° S. japonicum.

Dans leur travail de 1962, Yogore et coll. étudiaient la réactivité de sept sérums
humains de bilharziens a S. japonicum vis-a-vis de leurs extraits antigéniques. Ces
sérums furent étudiés avant et aprés une thérapeutique intensive par la fouadine. Les
résultats observés étaient les suivants :

Avant traitement :
— de 0 & 2 arcs de précipitation avec I’antigéne somatique ;

— de 0 & 5 arcs de précipitation avec I'antigéne métabolique ;
— de 3 a 6 arcs de précipitation avec l’antigéne ovulaire.

Aprés traitement de 7 a 22 jours, les auteurs observaient :

— de 0 a 3 arcs de précipitation avec I’antigéne somatique ;
— de 1 a 6 arcs de précipitation avec 1’antigéne métabolique ;
— de 2 a 4 arcs avec I'antigéne ovulaire.

*
¥ %
L’ensemble de ces travaux faisait naitre des hypothéses, suggérait des expérimen-
tations complémentaires, suscitait des mises au point, qui ont constitué I'axe de nos
recherches.
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Matériel et Méthodes d’Etude

Antigénes

Les antigénes utilisés au cours de ce travail furent constitués par :

1° Des extraits de vers adultes, de cercaires, d’ceufs et des produits d’incubation
de S. mansoni préparés dans des conditions techniques précédemment exposées (Biguet
et coll., 1962 ; Capron et coll., 1965).

2° Des extraits de vers adultes de S. haematobium récoltés par perfusion de
hamsters infestés par voie transcutanée 15 semaines auparavant, par 600 cercaires.

3° Des extraits de vers adultes de S. japonicum furent également réalisés selon
les mémes techniques (1).

Souches utilisées

Les furcocercaires utilisées pour l'infection des singes et des hamsters et des
divers rongeurs par S. mansoni et S. haematobium, ont été recueillies a partir des
mollusques infectés au laboratoire par les souches suivantes :

Pour S. mansoni :

Souche brésilienne entretenue a Lille depuis 1960 par passages successifs sur
hamster et Australorbis glabratus, souche du Surinam.

Pour S. haematobium :

Deux souches ont contribué a la récolte des vers :

a) Souche algérienne (2) (Abed Inkerman) adaptée et entretenue a Lille depuis
mars 1963, par passages successifs sur hamster et Bulinus truncatus Audouin, souche
corse ;

b) Souche marocaine (Lansen-Sous) : adaptée et maintenue au laboratoire depuis
mai 1964, par passages successifs sur hamster et Bulinus truncatus, souche corse.

Sérums

La grande variété des sérums utilisés pour ce travail nous incite, pour faciliter

la compréhension du lecteur, a en mentionner l'origine et la nature au début de
chacun des chapitres qui rapporte les résultats de leur étude.

(1) Nous exprimons toute notre gratitude a M. le Professeur T. Sawada, Gunma University
Maebashi, Japon, et a M. le Docteur Moose, 406 th Medical General Laboratory U.S. Army Medi-.
cal Command, Japon, qui ont bien voulu nous adresser les vers adultes lyophilisés de S. japonicum
utilisés pour ces extraits.

(ﬁ) }';)én;e précision utile concernant cette souche peut étre obtenue dans le travail de Capron
et coll., ;
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Méthodes

Nous avons utilisé pour la recherche et I'étude des précipitines, tant humaines
qu’'animales, les techniques d’immuno-diffusion suivantes :

a) La variante d’Abelev et Zvetkov, de la méthode d’Ouchterlony, décéle I'exis-
tence éventuelle d’anticorps précipitants et démontre les identités de fractions antigéni-
ques ou d’anticorps. La standardisation du volume des cuves destinées aux sérums
et aux antigénes, est obtenue par I'emploi du perforateur Shandon ;

b) L'immuno-électrophorése selon Grabar et Williams, lorsque la méthode
d’Ouchterlony a révélé plus d'un arc de précipitation, est effectuée en agarose (tampon
véronal a pH 8,2, F.i. 0,1).

La séparation électrophorétique préalable de I'antigéne dure cinq heures trente,
sous une différence de potentiel de 20 V aux extrémités des lames (11 X 5 cm). Les
diagrammes sont ensuite révélés par les sérums humains ou expérimentaux concentrés
au tiers.

Interprétation des immuno-électrophorégrammes

Pour faciliter dans le texte le report a certains arcs de précipitation d’intérét
particulier, toutes les fractions antigéniques sont numérotées de 1 a 21 (nombre
maximum observé), de la cathode a I'extrémité anodique.

A l'exception de la fraction 4 a laquelle nous avons arbitrairement laissé cette
dénomination, quelle que soit la nature de l'extrait antigénique qui la révele, les
chiffres attribués aux fractions de tels extraits antigéniques ne préjugent en rien de leur
identité avec celles qui portent le méme numéro dans I'immuno-électrophorégramme
d'un extrait différent.

Nous avons précisé, quand cela nous a été possible, I'identité des fractions
antigéniques en utilisant la numérotation propre a chaque diagramme.

Structure antigénique comparée
des trois principales especes de Schistosomes humains :

S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum

Il nous est apparu au seuil de I’étude des précipitines dans les bilharzioses
humaines et expérimentales qu'une analyse préalable de la structure antigénique
comparée des trois espéces de schistosomes, par les hyperimmunsérums expérimentaux
constituait une étape indispensable a la compréhension de nos investigations ultérieures.

Dans cette intention, des extraits antigéniques de S. mansoni, S. haematobium et
S. japonicum furent analysés, selon les techniques immuno-électrophorétiques précé-
demment exposées, par des sérums de lapins hyperimmunisés durant plusieurs semaines
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par l'injection hebdomadaire selon la méthode de Freund (mycobactéries exceptées)
d’antigéne brut constitué par des vers lyophilisés ou vivants (20 mg ou son équivalent
en poids sec).

Pour chacun des antigénes S. mansoni et S. haematobium, trois lapins furent
immunisés. Il est & noter que l'injection de broyats de vers vivants permet d’obtenir
une hyperimmunisation nettement plus rapide et de qualité supérieure a celle obtenue
par l'injection de vers lyophilisés.

L’immunisation d’un lapin par S. japonicum n’a pu jusqu’ici étre menée a bien
en raison des difficultés d’obtention de I'antigéne brut.

Résultats

1° Rappel sur la structure de S. mansoni.

Les travaux de Biguet et coll. (1962) et Capron et coll. (1965), que nous résumons
au chapitre I de ce travail ont permis d’individualiser dans l’extrait antigénique de
S. mansoni, 21 fractions antigéniques numérotées de 1 a 21 de la cathode a I'extrémité
anodique (schéma 1, photo n° 6).

Nous ne rappellerons pas ici les précisions analytiques que fournit I’expérimen-
tation de ces auteurs, nous bornant a faire seulement mention de l'intérét particulier
que revét dans I'immuno-électrophorégramme la fraction «4 », qui apparait comme
un constituant majeur de la mosaique antigénique de S. mansoni, ne semble pas inté-
ressée par les réactions croisées avec divers helminthes étudiés, et détermine la pro-
duction d’un anticorps d’apparition précoce chez I’animal hyperimmunisé.

2° Structure antigénique de S. haematobium.

Dans des conditions expérimentales identiques, I'analyse immuno-électrophoréti-
que de I'extrait antigénique S. haematobium par un hyperimmunsérum de lapin anti-
S. haematobium permet d’individualiser également au moins 21 fractions antigéniques
(schéma 2).

L’analyse de ce méme extrait S. haematobium par un hyperimmunsérum anti-
S. mansoni, permet de mettre en évidence 19 fractions, ce qui témoigne d’une parenté
antigénique considérable entre ces deux espéces de schistosomes. Certaines nuances
peuvent &tre appréciées dans l'intensité relative des arcs. Elles n’expriment en tout
cas que des différences quantitatives.

Cette remarquable communauté antigénique est par ailleurs confirmée par les
expériences de saturation effectuées: I’analyse immuno-électrophorétique de I'extrait
antigénique S. haematobium, par un hyperimmunsérum anti-S. haematobium, préala-
blement saturé par l'extrait antigénique S. mansoni, ne permet plus de localiser que
deux fractions qui apparaissent par rapport a S. mansoni comme spécifiques de
S. haematobium (schéma 3).

L’importance de cette observation sera rappelée ultérieurement lors de I’étude
des précipitines humaines et animales.
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Parmi les 19 fractions communes, la fraction <4 » apparait également chez
S. haematobium comme un constituant majeur de la mosaique antigénique. Il convient
méme de noter que la migration sur I'immuno-électrophorégramme est constamment
plus étalée vers I'anode et plus intense que dans l'extrait S. mansoni, que Iextrait
S. haematobium soit révélé par un antisérum S. haematobium ou S. mansoni.

L'identité de la fraction «4 » dans les deux extraits considérés a pu étre
démontrée par la technique de la fente courte.

Nous n’avons pu, faute de matériel en quantité suffisante, effectuer les épreuves
de saturation de I'immunsérum S. mansoni par S. haematobium qui nous eussent ren-
seignés sur la localisation dans l'extrait S. mansoni, des fractions spécifiques par
rapport & S. haematobium. Ces épreuves seront tentées ultérieurement. Néanmoins,
la comparaison des immuno-électrophorégrammes permet d’envisager comme spécifi-
que de S. mansoni, la fraction 8 du diagramme expérimental de ce schistosome.

On doit en conclusion, mettre I'accent sur I'importance des communautés de
structure antigénique existant entre les deux schistosomes, notion qui, on le verra,
apparait d’un intérét certain dans la pratique des tests immunologiques utilisés dans les
bilharzioses que ces deux espéces déterminent.

3° Structure antigénique de S. japonicum.

Nous n’avons pu dans I'état actuel de nos travaux, préparer un hyperimmunsérum
anti-S. japonicum et la structure antigénique de cette espéce a été appréciée par les
hyperimmunsérums des deux espéces S. mansoni et S. haematobium précédemment
étudiées.

L’analyse immuno-électrophorétique de I'extrait antigénique S. japonicum par
un hyperimmunsérum de lapin anti-S. mansoni, ne permet pas de révéler plus de dix
fractions communes (schéma 4). L'intensité méme des arcs obtenus reste faible,
en dépit de multiples variations de concentration effectuées, ce qui témoigne d’une
parenté antigénique qualitativement et quantitativement beaucoup moins affirmée que
celle unissant S. mansoni et S. haematobium.

Cette observation un peu surprenante, si l'on considére la parenté
taxonomique de ces trois espéces, nous a amené a répéter l'expérimentation
sur deux lots d’antigéne S. japonicum de provenance différente, quoique tous
deux japonais. Les résultats obtenus furent identiques dans les deux cas. La confirmation
de la parenté antigénique limitée a une dizaine de fractions antigéniques entre S. man-
soni et S. japonicum devait d’ailleurs nous étre apportée par les épreuves de saturation.

L’anayse immuno-électrophorétique de I'extrait S. mansoni par un hyperimmun-
sérum anti-S. mansoni, préalablement saturé par I'extrait S. japonicum, révéle encore,
en effet, onze arcs de précipitation.

Parmi les dix fractions communes aux deux espéces, la fraction «4 » est ici
encore, identifiée. Si 'on en juge par ses caractéres de migration et sa moindre inten-
sité, elle apparait cependant quantitativement moins importante que chez S. mansoni.

L’analyse de I'extrait S. japonicum conduit & des résultats identiques si on subs-
titue un hyperimmunsérum anti-S. haematobium a ’hyperimmunsérum anti-S. mansoni.
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Dix arcs de précipitation sont révélés, qui sont d’ailleurs plus nets et plus intenses (en
particulier celui qui correspond a la fraction 4) que lorsqu’on utilise I'immunsérum
anti-S. mansoni.

Commentaires et Conclusions

Cette étude de la structure antigénique comparée des trois principales espéces
de schistosomes humains, pour préliminaire qu’elle soit, n’en permet pas moins certains
commentaires généraux.

Si I'équipement antigénique de S. haematobium apparait trés voisin de celui de
S. mansoni, les différences ne s’exprimant que par deux fractions spécifiques et quel-
ques nuances d’ordre quantitatif, la mosaique antigénique de S. japonicum par contre,
tout en témoignant d’'un apparentement indéniable avec les précédentes espéces, est
beaucoup plus nettement caractérisée puisque le nombre des fractions qui lui sont
propres représente la moitié de celui de la structure antigénique commune de S. haema-
tobium.

L'interprétation de tels faits est évidemment complexe. Toutefois, I'expérience
acquise par I'analyse immuno-électrophorétique comparée de cinq espéces de distomes
parasites de ’'homme et des animaux domestiques (Fasciola hepatica, Dicrocoelium den-
driticum, Paragonimus westermani, Clonorchis sinensis, Opistorchis felineus) nous a
permis de constater I'importante disparité de structure de ces helminthes en dépit de
leur parenté taxonomique relative. Cette disparité de la mosaique antigénique chez les
trématodes, qui s’oppose a I’homogénéité habituellement constatée, du moins dans les
limites de notre expérience actuelle, chez les cestodes et les nématodes, nous incline a
émettre I'hypothése que I'analyse immuno-chimique comparée des trématodes, telle que
le permettent les techniques d’immuno-diffusion, constituerait moins une approche de
leur position taxonomique que le reflet des modalités de leur adaptation parasitaire.

Dans le cas particulier des schistosomes humains, la confrontation des résultats
fournis par 1’étude comparée de la structure des trois espéces sous revue, avec les
notions classiquement admises concernant leur biologie et 1'épidémiologie des affections
qu’elles déterminent, nous conduit & ne pas négliger I’hypothése d’une relation éven-
tuelle entre la structure immunochimique des vers schistosomes et les modalités des
rapports hote-parasite qu'ils affectent.

S. haematobium, espéce étroitement adaptée a I'homme, et S. mansoni, espéce qui,
aussi adaptable qu'elle puisse étre a I'animal, n’en est pas moins épidémiologiquement
essentiellement humaine, ont toutes deux un Planorbidae comme hdte intermédiaire et
un équipement antigénique trés proche.

S. japonicum, par contre, espéce dont les rapports hote-parasite qu’elle présente
sont trés variables suivant I'origine géographique des souches, semble témoigner d’une
plasticité d’adaptation nettement plus importante et la structure antigénique différe,
peut-étre par suite des pressions adaptatives qu’elle subit de la part des hotes inter-
médiaires et définitifs, sensiblement de la mosaique théorique que posséde S. haemato-
bium par exemple.

Dans cette hypothése, I'étude trés précise de la structure antigénique comparée
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des schistosomes et de leurs diverses souches (S. japonicum en particulier) devrait
conduire & d’intéressantes perspectives sur leur phylogénie et, de facon plus générale,
conférer un aspect nouveau a nos connaissances des réactions immunitaires dans les
schistosomoses.

Pour prématurée et fragile que puisse étre considérée cette hypothese (3), elle nous
semble néanmoins ouvrir une voie de recherches qui légitime la place que nous Jui
avons accordée ici.

Il reste que la confrontation immunologique des trois espéces de schistosomes
étudiées dans ce travail apporte des renseignements précieux quant a leur structure
relative, confére A certaines fractions en apparence spécifiques une valeur particuliére,
et incite a rechercher les précipitines qui leur correspondent.

Ces données préliminaires nous ont guidé dans I’étude analytique des précipitines
que nous avons effectuée chez I’homme et chez I'animal et dont nous exposerons
maintenant les résultats.

Les Précipitines dans les Bilharzioses humaines

Matériel

Nous avons disposé, pour réaliser ce travail, des sérums suivants :

A) 170 sérums de sujets porteurs de bilharziose a S. haematobium, qui furent
prélevés en République du Tchad (4), ou chez des travailleurs mauritaniens ou séné-
galais employés dans la région du Nord ;

B) 28 sérums dont 12 de sujets atteints de bilharziose a S. haematobium et 16 de
bilharziose a S. mansoni sélectionnés selon les critéres de classification de Farooq (5) ;

C) 7 sérums de sujets atteints de bilharziose a S. japonicum (6).

Résultats

Il convient ici de rapporter et d’analyser séparément les données fournies par la
prospection générale faite chez des sujets non sélectionnés et celle plus limitée ol purent
étre conjointement obtenus des éléments de confrontation clinique pour chacune des
bilharzioses a S. haematobium, S. mansoni et S. japonicum.

(3) L'éventualité que la disparité de structure constatée entre S. i et S. h tobium,
d'une part, et S. japonicum, d’autre part, soit liée a la nature différente de I'hote définitif expéri-
mental utilisé : hamster pour S. mansoni et S. haematobium, lapin pour S. japonicum, ne peut étre
en effet éliminée. Des protéines de comportement antigénique identique a celles de I’hdte définitif
ont été observées par Damian (1962) et Capron et coll. (1965) chez les schistosomes. Le probléme
n'est cependant pas résolu de savoir si ces identités antigéniques sont liées 4 une pression adaptative
de I'hdte ou a l'existence de sang de I'hote et de produits de sa dégradation enzymatique dans le
contenu caecal des vers.

(4) Nous exprimons notre gratitude au Docteur Ziegler qui a bien voulu collecter pour nous au
Tchad et nous adresser les sérums de ce groupe.

(5) Nous remercions trés vivement M. le Docteur Farooq et M. le Docteur Fripp pour l'ex-
tréme obligeance avec laquelle ils ont bien voulu nous procurer ces sérums et les renseignements
concernant ces malades.

(6) Nous devons 2 M. le Professeur Sawada et 2 M. le Professeur Yokogawa d’avoir pu étu-
dier ces sérums. Nous leur en exprimons nos trés vifs remerciements.
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A) LEs PRECIPITINES DANS LA BILHARZIOSE A S. haematobium
a) Prospection globale :

L’étude de 170 sérums de sujets atteints de bilharziose & S. haematobium para-
sitologiquement confirmée a été effectuée selon les techniques précitées.

Les résultas obtenus, rassemblés dans le tableau I, mettent en évidence :

1° La présence fréquente de protéine anti-C dans le sérum des malades, révélée
dans 74,70 % des cas.

2° Lexistence d'une réaction de précipitation positive avec I'extrait antigénique
S. mansoni dans 58,83 %.

3° La majorité des réactions positives s’exprime par un ou deux arcs de précipi-
tation, le maximum observé dans 8 % des cas seulement étant de quatre arcs.

TABLEAU I. — Nombre de systémes précipitants mis en évidence par I'antigéne S. mansoni
adulte dans les sérums de 170 sujets bilharziens a S, haematobium, répartis selon la prove-
nance géographique (Technique d’Ouchterlony)

N° du lot | Nbre de | Présence de Réa(;t‘igg i 1 2 3 4
Provenance sérums C.R.P. SO S A O arc arcs arcs arcs
1 Tchad .... 21 13 11 6 3 1 1
2 Tchad .... 47 38 31 21 6 2 2
3 Tchad .. .: 38 27 30 14 11 3 2
4 Tchad .... 20 12 10 6 3 0 1
Maurét ...
6
5 Sénégal . .. 31 2 11 7 2 0 2
Maurét . ..
Shnégal. .. 13 11 7 4 2 1 0
TOtal v o wrornio 170 127 100 58 27 4 8
A, 74-70 % 58-83 % 58 % 27 % 7 % 8 %

Si I'on confronte ces résultats avec ceux obtenus dans des précédentes enquétes,
plus limitées, effectuées par Biguet et coll. (1962), Kent (1963), Kagan et coll. (1963),
Silva et Ferri (1965), on remarquera que les taux de positivité, quoique variables selon
I’expérience des auteurs, n’atteignent jamais le pourcentage absolu: 60 a 80 % seule-
ment des sujets atteints de bilharziose, sans préjuger de la forme clinique, présentent,
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avec les techniques de double diffusion, une réaction positive, le maximum d’arcs
observés étant de quatre.

On peut s’interroger sur la nature des variations des taux de positivité dans les
diverses enquétes.

Trois facteurs peuvent en rendre compte :

— la nature et la qualité variable de I'’extrait antigénique de S. mansoni utilisé ;

— l'origine géographique de la souche infectante ;

— le stade clinique de I'infection.

Une étude immunologique limitée des sérums de bilharziens, tenant compte des
deux derniers facteurs, a pu étre réalisée.

b) Etude selon le gradient clinique :

Douze malades porteurs de bilharziose a S. haematobium parasitologiquement
confirmée, et classés selon les gradients cliniques de Farooq par I'auteur, ont été étudiés.

Le tableau II rassemble les résultats obtenus et permet les quelques commentaires
suivants :

1° La constance des réponses en double diffusion : tous les sérums analysés réve-
lent un a quatre arcs de précipitation avec l'extrait antigénique S. mansoni.

2° L’analyse immuno-électrophorétique de I'extrait S. mansoni par les sérums de
douze malades révéle dans dix cas de un a cinq arcs de précipitation.

L’immuno-€électrophorése, moins sensible que la réaction d’Ouchterlony lorsque le
taux de précipitines est faible, est généralement plus analytique lorsque ce taux s'éléve.

3° La confrontation du nombre d’arcs que révélent les sérums des malades et de
leur gradient clinique montre que, dans la limite de notre expérimentation, le titre des
précipitines est plus élevé chez les malades au stade III de I'affection : chez les quatre
sujets de ce groupe, on observe de deux a cinq arcs de précipitation, alors que chez
les huit sujets « asymptomatiques » on ne décele que, dans six cas, un ou deux arcs.

4° L’analyse de I'antigéne S. haematobium par le sérum des malades apparait
donner des résultats légérement supérieurs a ceux fournis par celle de I'antigéne S. man-
soni, bien que ces deux espéces soient antigéniquement trés apparentées.

Ainsi que nous avons exprimé plus haut (cf. chapitre expérimental), ces diffé-
rences nous semblent &tre surtout de nature quantitative et dépendantes du rapport
antigéne-anticorps considéré.

5° 11 apparait toutefois qu'une fraction antigénique de S. haematobium, spécifique
de ce schistosome ainsi que le démontrent les épreuves de saturation, puisse déterminer
chez ’'homme un anticorps qualitativement différent de ceux que réveéle I'antigéne
S. mansoni. Cette fraction qui parait correspondre a la fraction 9 du diagramme expé-
rimental, et ne disparait pas lors de la saturation d’'un immunsérum de lapin S. haema-
tobium par lantigéne S. mansoni, a été révélée par les sérums de deux malades
(schéma 5).

Cette observation, qui mériterait d’étre confirmée chez un lot plus important de
sujets, ne nous semble pas dépourvue d'intérét théorique et pratique.
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TaBLEau II. — Nombre de systémes précipitants mis en évidence par les antigénes
S. mansoni et S. haematobium dans les sérums de 12 sujets bilharziens 4 S. haematobium,
répartis selon le gradient clinique de Farooq

Nombre
Nombre d’arcs d’arcs
% en Ouchterlony| en immuno-
Prove- ‘ Classifi- E électrophorése
nance | &7 cation Autres | ¢ |cR.P| . i
des <& 2 lini parasites | '3 g % = S
sérums cimique [ g & § § 5
< v 3 S v X
E | 23 £ (83
Egypte .| 15 | F | Asympto- | Ascaris 0 + 1 3 1 1
matique
Egypte .| 16 | F id. Ascaris 0 + 1 2 1 1
Egypte .| 15| M id. Ascaris | 0 — 3 3 2 3
Egypte .| 14 | M id. 0 — 2 2 2 2
Egypte .| 20 | M id. Ascaris 0 + 2 3 1 2
Egypte .| 28 | M | Stade III 0 = 4 4 3 4
Egypte .| 23 | M id. 0 ¥ 4 5 5 6
Egypte .| 24 | M id. Ascaris | 0 + 1 3 2 3
Egypte .| 25 | M | Asympto- | Ascaris 0 -+ 2 2 1 1
matique Ankylos-
tome
Egypte .| 40 | M id. 0 — 1 2 0 0
Egypte .| 27 | M id. Ascaris 0 -— 1 1 0 0
Trichos-
trong.
Sénégal .| 31 | M | Stade IIT 0 + 3 4 4 4

6° La protéine C est observée dans sept cas sur douze.

B) LES PRECIPITINES. DANS LA BILHARZIOSE HUMAINE A S. mansoni

Nous n’avons pu, comme dans la bilharziose a S. haematobium, disposer d’un lot
important de sérums qui elit permis une prospection globale, et notre étude a été limitée
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A. CAPRON, A. VERNES, J. BIGUET, F. ROSE, A. CLAY ET L. ADENIS

142

sgsifenpIaipur juos syueydiogad SoWSAS XIS wniqojpwany S
ap anbyyds 153 ¢ UONDRIY B “wmqowapy g ¥ udizieyllq 1afns unp wnigs 3 Jed SP[PAI ANpT
wosuput g 13 winiqowapy g SuIdnue SIp sanbngioydonoca-ounwwil sswweISel(] — 'S VWIHOS

31INAV INOSNVYW 'S O
/IIII\I!I\\\

B A T L

(wnigojewaey 'S e 3solziey|lg) NIVWNH WNY3S




PRECIPITINES SERIQUES DANS LES BILHARZIOSES

143

TaBLEAU III. — Nombre de systémes précipitants mis en évidence par l'antigéne S. mansoni
adulte dans les sérums de 16 sujets bilharziens a S. mansoni, répartis selon le gradient
clinique de Farooq

) w | E ! i Nbre d’arcs
Provenance | & | % |Classification E?—mf g S ;:‘brgughat:_f en immuno- |~
des sérums | g A | Cclinique ZE *g L ooty électropho- :c?-
< & & ‘ rése
Egypte ..... 24 | M |Asymptoma- | Asca- 0 + 4 4 -
tique. ris |
Egypte ..... 24 | M |Stade 1V, 0 + 8 +
Egypte ..... 27 | M |Asymptoma- 0 + 3 4 +
tique.
Egypte ..... 17| M |Stade III o | + | 8 i
Egypte ..... 24 | M |Asymptoma- | Asca-| 0 | + | 4 4 +
tique. ris
Egypte ..... 27 | M |Asymptoma- 0 - 3 4 +
tique.
Egypte ..... 20 | M |Stade III. 0 - 4 4 s
Egypte ..... 27 | M |Asymptoma- 0 + 3 +
tique.
Egypte ..... 21 | M |Asymptoma- + + 3 4 +
tique.
Uganda ....|40 | F |Stade III. Anky- 0 + 6 7 +
los-
‘ tome
Uganda ....|35| M |Asymptoma- | Anky- 0 + 2 1 —
tique. los-
tome
Uganda ....[32 | M |Stade IIL Anky- 0 s 3 2 -+
los-
tome
Uganda ....[35| M |Asymptoma- + i 2 2 —
tique.
Uganda ....|15| F |Asymptoma- 0 + 3 2 +
tique.
Uganda ....[25| F |Asymptoma- -+ + 2 1 —
tique.
Uganda ....| 40| M |Asymptoma- 0 + 2 1 —_
tique.
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a l'analyse immunologique de 16 sérums de sujets atteints de bilharziose & S. mansoni
et classés selon le gradient clinique de Farooq. Le tableau III, qui résume les observa-
tions, permet les commentaires suivants :

1° Tous les sérums des malades étudiés renferment de la protéine C et objectivent
I’existence d’anticorps précipitants. La réaction d’Ouchterlony met en évidence de deux
a huit arcs de précipitation (photos n°* 1 et 2), cependant que I'analyse immuno-élec-
trophorétique de I'antigéne S. mansoni par ces sérums met en évidence de un a neuf
arcs (schéma 6, photo n° 9).

C'est la premiére fois, a notre connaissance, qu'un nombre aussi élevé de systémes
antigéne-anticorps peuvent étre révélés dans les sérums de bilharziens par les techniques
de diffusion en gélose. Des recherches similaires effectuées depuis 1962 (Biguet, Kent,
Kagan) n’avaient jamais mis en évidence plus de quatre arcs de précipitation.

Cette observation nous a suggéré, dés 1964, I'existence d’une corrélation possible
entre les phénomeénes immunitaires et le gradient clinique de I'affection.

On remarquera en effet que les réactions les plus importantes sont décelées dans
les sérums de sujets aux stades III et IV de la maladie, cependant que les sujets dits
« asymptomatiques » réveélent un nombre nettement moins élevé de systémes précipi-
tants. Ces résultats, quoique fragmentaires, nous paraissent apporter des éléments nou-
veaux a notre connaissance des relations hote-parasite, dans les bilharzioses humaines,
et conférer un intérét particulier a '’étude des phénoménes immunitaires en corrélation
avec le stade clinique de I'infection. Ces observations publiées sous leur forme préli-
minaire, en septembre 1964, rapportées au Congrés International de Parasitologie de
Rome, et dans le travail de Biguet et coll. (1965), viennent d’étre parfaitement confir-
mées par Da Silva et Ferri (1965).

Ces auteurs, étudiant par la techniaue d’Ouchterlony les sérums de 66 bilharziens
a S. mansoni (29 avec forme hépato-intestinale et 37 avec forme hépato-splénique),
montrent que les précipitines sont plus fréquentes dans les formes hépato-spléniques
(78,3 %) que dans les formes hépato-intestinales (37,9 %). Le nombre d’arcs observés
qui varie d’un & quatre dans les formes hépato-spléniques n’est jamais supérieur a un
dans les formes hépato-intestinales. Les deux expériences, bien qu’intéressant deux lots
de malades provenant I'un du continent africain, I'autre du continent américain, sont
donc remarquablement concordantes et autorisent a envisager une enquéte a la fois
plus vaste et plus précise dans ses corrélations cliniques que celle que nous avons pu
mener.

2° L’accent doit étre mis enfin sur une fraction antigénique majeure, spécifique
dans D’état actuel de nos connaissances (fraction 4), et qui détermine chez ’homme la
production d’une précipitine dont la présence a pu étre confirmée dans douze cas et
dont I'intérét diagnostique nous parait devoir étre signalé.

C) LES PRECIPITINES DANS LES BILHARZIOSES HUMAINES A S. japonicum

La recherche des précipitines dans la bilharziose humaine a S. japonicum n’a fait
4 notre connaissance 1’objet que du seul rapport de Yogore et coll. (1962). Nous avons
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souhaité, dans le cadre de ce travail, confronter cette recherche avec les résultats
obtenus dans les bilharzioses A S. mansoni et S. haematobium.

Les difficultés qui président a I'obtention du matériel nécessaire a une telle expé-
rimentation, tant en ce qui concerne les sérums que les vers adultes de S. japonicum,
expliquent le caractere trés limité de notre prospection.

Les sérums de sept sujets atteints de bilharziose & S. japonicum parasitologiquement
confirmée furent analysés selon les techniques précédemment exposées. Les résultats
obtenus, groupés dans le tableau IV, mettent en évidence :

TaBLEAU IV. — Nombre de systémes précipitants mis en évidence par les antigénes S. japo-
nicum et S. mansoni adulte dans les sérums de 7 sujets bilharziens a S. japonicum (Techni-
que d'Ouchterlony)

N° du sérum C.R.P. S. japonicum S. mansoni

Lot 1:

N 3 mmmicnms -+ 3 2
NP Grwiaracererone avase -+ 6 3
INSEBL  lceisiaiasess + 2 1
Lot 2

N°3 oirrnnnn X 5 2
N 4 ........... + 3 1
NEA oo o iy 3 {
NG Ossvisaiams + 3 1

1° La présence constante de protéine anti-C dans le sérum des malades.
2° L’existence constante de précipitines.

3° Le nombre variable de deux & six des systémes, précipitant I’extrait somatique
de S. japonicum.

Ces résultats sont trés comparables a ceux obtenus par Yogore et coll. (également
chez sept sujets) et, bien que plus favorables que dans I'expérience de ces auteurs,
confirment parfaitement celle-ci.

4° On remarquera que I’extrait antigénique de S. mansoni ne révéle dans le sérum
des sept malades qu'un a trois arcs de précipitation. Ceci corrobore les résultats que
nous avons obtenus par I’analyse immuno-électrophorétique comparée de S. mansoni
et S. japonicum par le sérum de lapin hyperimmunisé et qui montrent la parenté anti-
génique trés limitée de ces deux espéces.
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Commentaires et Conclusion

Cette étude analytique des précipitines dans les bilharzioses humaines ne repré-
sente a nos yeux qu'une étape préliminaire dans notre connaissance des réactions immu-
nitaires au cours de ces affections parasitaires.

De multiples difficultés matérielles n'ont pas permis d'étendre certaines expéri-
mentations ou d’en orienter différemment d’autres, ainsi qu’il I'efit été souhaitable.

Constituant néanmoins, dans les affections humaines déterminées par les schisto-
somes, la premiere enquéte importante, groupant la recherche des précipitines gréice
a des extraits antigéniques de l'espéce parasitaire incriminée, elle tente de confronter
les résultats acquis par les techniques de diffusion en gélose et les données cliniques.
La synthese des résultats obtenus permet certains commentaires généraux : '

1° Bien que les techniques d’immuno-diffusion ne constituent pas dans les bilhar-
zioses humaines une méthode de diagnostic d’application aisée et systématique, elles
apparaissent, si I’on en juge par la présente enquéte, comme un moyen précieux d’ana-
lyse de certaines réactions immunitaires de I’hdte au parasitisme par les schistosomes.
Cette opinion nuance quelque peu notre impression préliminaire (1962) et celle énoncée
par certains auteurs (Kent 1963).

2° Les précipitines peuvent étre décelées par ces techniques dans 60 % des cas
de bilharziose a S. haematobium et dans la presque totalité des cas des bilharzioses a
S. mansoni et S. japonicum. Indépendamment de Iappréciation du gradient clinique,
la fréquence et le taux des anticorps précipitants apparaissent nettement plus faibles
dans la bilharziose a S. haematobium.

3° L'utilisation des antigénes homologues a I'espéce incriminée mérite d’étre
discutée.

Dans le cas des bilharzioses a S. mansoni et a S. haematobium, ou les deux especes
en cause, de structure antigénique extrémement voisine, ne différent surtout que quan-
titativement, 'utilisation indifférente d’extraits antigéniques de I'une ou de l'autre des
especes est possible. Le gain de sensibilité réalisé en utilisant I’espéce homologue étant
soit le fait d’'un rapport antigéne-anticorps plus favorable a la réaction, soit dfi, dans
certains cas, a la révélation d’une précipitine privilégiée apparemment spécifique de
I'infection a S. haematobium.

1l en est trés différemment de la bilharziose & S. japonicum ou des arguments, tirés
de I’étude immuno-électrophorétique comparée des trois espéces et de leur analyse par
les sérums de sujets atteints de bilharziose & S. japonicum, permettent en effet de penser
que S. japonicum différe notablement dans sa structure antigénique des deux autres
espéces de schistosomes. Ceci implique, sur le plan pratique, la nécessité d’utiliser, dans
les tests immunologiques préconisés dans la bilharziose a S. japonicum, Tantigéne
correspondant.

4° La confrontation des éléments cliniaues obtenus au cours de cette enquéte,

avec les résultats immunologiques, suggére que, dans la bilharziose a S. haematobium
et plus encore dans la bilharziose a S. mansoni, il existe une relation, récemment confir-
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mée par les auteurs sud-américains, entre le gradient clinique et les réactions immuni-
taires du malade. Les systémes précipitants sont qualitativement et quantitativement plus
fréquents et plus nombreux dans les formes avec hépato-splénite que dans celles qui
sont apparemment purement vésicales ou intestinales. L’interprétation de tels faits est
évidemment des plus complexes et I'expérimentation animale dont nous relatons plus
loin les résultats tente une telle approche. Leur connaissance nous apparait néanmoins
devoir étre prise en considération dans I'appréciation de la nature des relations hote-
parasite, au cours des schistosomoses humaines et des réactions immunitaires que ces
affections déterminent.

5° Enfin, la recherche des réactions aspécifiques de 'organisme a été effectuée par
la mise en évidence de la protéine anti-C. Fréquente dans la bilharziose a S. haemato-
bium, elle est constante dans les sérums des bilharziens a S. mansoni et S. japonicum.

Dans l'intention d’apporter aux questions que soulévent quelques résultats de ce
travail, et d’en préciser certains aspects que les difficultés matérielles nous ont empéché
d’envisager chez ’homme, nous avons procédé a une étude des précipitines au cours
des bilharzioses expérimentales du hamster, du singe, du lapin.

La troisiéme partie de ce travail en expose les résultats.

Les Précipitines
dans les Bilharzioses expérimentales

Au vu des résultats obtenus avec les sérums humains, il semblait qu'une appré-
ciation statistiquement importante des réactions immunitaires a I'agression bilharzienne
puisse nous apporter les compléments d'information indispensables a la compréhension
des mécanismes complexes, intervenant dans la relation entre la réponse de I'hote et le
stade clinique de I'infection parasitaire.

Dans ce but, nous avons étudié, avec les mémes méthodes que celles utilisées dans
I’exploration humaine, les sérums provenant d’un lot important d’animaux soumis a
I'infection bilharzienne par les trois espéces de schistosomes humains et dont nous
détaillons ici les résultats qu’ils nous permirent d’obtenir.

Matériel

L’infection du hamster par plus de 300 cercaires de S. mansoni, ne permettant pas
en général une survie de I'animal au-dela du 55° jour d’évolution de la maladie, nous
avons soumis les 105 hamsters utilisés dans ce travail a une dose infectante moyenne
de 100 furcocercaires.

Vingt-cing d’entre eux ont plus particulierement permis 1'étude chronologique de
I'apparition des anticorps précipitants par des saignées répétées a des intervalles de deux
semaines pendant cing mois.
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A de rares exceptions prés (mentionnées dans le texte), tous les hamsters furent

sacrifiés en fin d’expérience et trouvés porteurs de 20 a 25 couples de schistosomes
adultes.

Nous avons disposé des sérums suivants :

— 330 sérums de hamsters dorés se répartissant comme suit : 216 sérums prove-
nant de 105 hamsters infectés par 100 cercaires de S. mansoni chacun ;
114 sérums provenant de 65 hamsters infectés par 300 cercaires de S. haema-
tobium chacun (7) :

— 3 sérums provenant de trois lapins expérimentalement infectés par S. japo-
nicum ;

— 33 sérums de singes expérimentalement infectés par S. mansoni ou S. haema-
tobium prélevés a des dates variables aprés une infection d’intensité connue et
répartis de la fagon suivante : 5 sérums provenant de cinq singes (Cercopithe-
ques) infectés par S. mansoni ; 28 sérums provenant de sept singes (Babouins)
infectés par S. haematobium.

RECOLTE DES SERUMS

Les prises de sang sont effectuées a l'aide de pipettes Pasteur par ponction au
niveau du sinus veineux de I’angle interne de I'eil. Le sang ainsi récupéré est placé
dans des tubes a hémolyse qui sont bouchés et laissés a la température ambiante pen-
dant 12 heures.

Ces tubes sont ensuite centrifugés 10 minutes a 7.000 tours par minute et les

s

sérums sont immédiatement testés ou placés a — 20° C dans des tubes scellés.

I. — Bilharziose expérimentale a Schistosoma mansoni

a) ETUDE QUALITATIVE ET CHRONOLOGIQUE.

Les sérums de 105 hamsters prélevés a des dates variables de I'infection par
S. mansoni ont été étudiés par les techniques d’immuno-diffusion précédemment décri-
tes. L’antigéne utilisé pour cette expérience est I'extrait standard S. mansoni adulte. Ces
sérums ont été divisés en plusieurs lots chronologiquement différents.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau V.

L’analyse des résultats montre que :

1° Lextrait de S. mansoni adulte ne révele pas, quelle que soit la technique uti-
lisée, les précipitines avant la quatrieme semaine d’infection. A cette époque, quelques
sérums ont révélé un arc de précipitation. On notera que les sérums donnant deux arcs

(7) Linfection du hamster par 300 cercaires de S. huematobium permet une récolte moyenne,
aprés 90 jours d'évolution, de 60 vers adultes. Bien que le taux d'infection par S. haematobium
apparaisse supérieur a celui adopté pour S. mansoni, le taux de parasitisme est donc sensiblement
homogene dans les deux groupes.
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Y

proviennent d’animaux massivement infectés et porteurs, & l’autopsie, de plus de
100 couples de vers adultes (8).

2° Les sérums prélevés entre le 40° et le 57° jour, période contemporaine de la
ponte, révelent un taux de précipitines se traduisant par zéro a deux arcs en double
diffusion et par zéro a trois arcs en immuno-électrophorése. Un nombre important de
sérums reste négatif. Comme dans le groupe précédent, le taux des précipitines apparait
nettement plus élevé chez les hamsters massivement infectés.

3° A partir de la huitieme semaine d’évolution, tous les sérums étudiés ont donné
lieu a des réactions positives.

On constate du 57° au 83° jour des réactions variant de deux a six arcs en double
diffusion et de un a huit arcs en immuno-électrophorese.

Du 122° au 164° jour, elles varient de huit a neuf arcs en double diffusion et de
sept a dix-huit arcs en immuno-électrophorese.

ARCS
204 — Technique d" Abelev et Zvetkov
_____ Immuno-électrophorése
154
104
54
0 2 N g 8 10 n w1 18 20 2 2 " sem.

Evolution chronologique du taux de precipitines sériques chez le hamster infesté experimentalement

par S.mansoni

(8) Les sérums provenant de tels animaux sont indiqués d’un astérisque dans le tableau.
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4° Les anticorps précipitants anti-adultes apparaissent donc a une période contem-
poraine de la maturité sexuelle et de la ponte, ils vont progressivement croissant pour
atteindre, a partir du 122° jour de I'infection, des taux remarquablement élevés (photos
n°* 3, 4, 5). La progression, suggérée par ces résultats, du taux des anticorps précipi-
tants, nous a incité a étudier leur apparition chronologique. Nous avons, dans cette
intention, étudié tous les 15 jours, par les deux techniques immunologiques, les sérums
de 25 hamsters infectés par S. mansoni (tableau VI).

Le tracé des courbes obtenues confirme, ainsi que le laissait pressentir I’étude
globale, I'apparition tardive, a la sixieme semaine d’infection, des anticorps précipitants
anti-adultes et leur évolution progressive et rapide, dés cette époque, vers des taux trés
importants, puisque 18 systémes précipitants peuvent étre identifiés chez certains
hamsters.

Ces faits, en démontrant pour la premiére fois I'extréme variété des antigénes
potentiels des Schistosomes adultes dans la bilharziose expérimentale a S. mansoni,
révelent les remarquables possibilités analytiques qu’offre 1’analyse immuno-électropho-
rétique dans cette affection parasitaire.

EVOLUTION ULTERIEURE DES PRECIPITINES

Nous n'avons pu, pour des raisons matérielles, poursuivre en moyenne au-dela du
cinquieme mois I’étude de 1'évolution des précipitines chez les hamsters infectés.

Néanmoins, nous avons pu effectuer I'analyse immuno-électrophorétique de I’anti-
gene S. mansoni adulte par les sérums de deux hamsters infectés depuis 27 semaines.
Alors qu’a la 20° semaine, 18 arcs de précipitation étaient décelé dans le sérum des
deux hamsters, 15 arcs étaient observés a la 24° semaine et 13 arcs a la 27° semaine.
Bien que trés limitée, cette observation suggére que le taux de précipitines puisse
décroitre au-dela d’un certain délai d’évolution morbide, comme cela est d’ailleurs le
cas dans d’autres helminthiases, distomatose en particulier.

b) LOCALISATION DES FRACTIONS.

L’analyse immuno-électrophorétique de 1'antigéne S. mansoni adulte, par des
sérums de hamsters infectés depuis 122 & 164 jours, permet de révéler de 12 a 18 arcs
de précipitation. Trois sérums ont permis d'individualiser par immuno-électrophorése
18 fractions qui ont été numérotées de 1 a 18, suivant leur position de la zone catho-
dique 2 ’extrémité anodique de la lame (schéma 7, photo n° 7). Parmi ces 18 fractions,
14 sont majeures et fréquemment mises en évidence.

Le tableau VII résume leur fréquence relative et leur ordre d’apparition au cours
de P'infection. Deux fractions méritent une particuliére mention :

1° La fraction 4 posséde les mémes caractéristiques immuno-électrophorétiques
que la fraction 4 révélée par les hyperimmunsérums de lapin, identité confirmée par
’épreuve de la fente courte. Cependant, I'anticorps qui lui correspond ne semble pas,
dans la bilharziose expérimentale du hamster, d’apparition aussi précoce que chez
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I'animal artificiellement immunisé. L’analyse des tableaux VII et VIII permet en effet
de constater que, si dans les 56 sérums analysés, elle est révélée 46 fois, sa fréquence
est cependant variable en fonction de la chronologie. Pratiquement absente au début
de P'infection, la précipitine correspondante qui apparait, avec une nette fréquence, a
partir du 67° jour (82 %), est constante & partir du quatriéme mois.

A ce stade, sa particuliére intensité en fait une fraction majeure de l'immuno-
électrophorégramme.

Ces caracteres, joints i sa spécificité démontrée expérimentalement (Biguet et coll.,
1962, Capron et coll., 1965), conférent a la fraction 4 et a la précipitine qu’elle déter-
mine un intérét diagnostic évident.

2" Une seconde fraction, dénommée 8, de I'immuno-électrophorégramme, attire
notre attention par sa fréquence et I'intensité du systéme précipitant qui lui correspond.

Nous n’avons pu jusqu’ici 'identifier avec certitude a une fraction révélée par les
hyperimmunsérums de lapin. Cependant, la précocité d’apparition de la précipitine
qu’elle suscite doit étre signalée : on la retrouve dans six des neuf sérums positifs entre
le 40° et le 55° jour, cette fréquence étant d’ailleurs relative, puisque sur les dix-sept
sérums de ce lot, huit sont négatifs. L’arc 8, qui parait correspondre a une fraction
antigénique importante dans la bilharziose du hamster, n’est cependant jamais observé
avec la méme constance que l'arc 4.

L’intérét qui s’attache a I’étude ultérieure de cette fraction antigénique n’est toute-
fois pas négligeable : la fréquence d’apparition de la précipitine qu’elle peut dans cer-
tains cas susciter tant chez 'homme que chez I'animal incite & une étude précise de sa
spécificité, particuliérement a I’égard des autres espéces de schistosomes. (Les résultats

préliminaires obtenus sont exposés a la fin du présent chapitre).

Deux autres fractions ont également attiré notre attention :
1° La fraction 7, particuliérement fréquente au début de I’affection et qui devient

constante a partir du 85° jour d’évolution. Les recherches antérieures concernant la
structure antigénique des helminthes effectuées par Biguet et coll. (9) ont montré que
cette fraction antigénique était présente dans la plupart des extraits helminthiques étu-

diés. Son manque de spécificité en diminue dés lors notablement I'intérét.

2° La fraction 15, presque aussi souvent révélée, est elle aussi constante a partir
du 122° jour d’évolution. Il s’agit cependant d’une fraction antigénique mineure, peu
caractéristique, et dont 'intérét diagnostique est difficile a préciser.

Il nous est apparu, a ce stade de nos recherches, que I’analyse immuno-électro-
phorétique de I'antigéne S. mansoni adulte par les sérums de hamsters permettait une
excellente approche de la connaissance des réactions immunitaires dans les bilharzioses.

Il restait toutefois & envisager I'intérét tant théorique que pratique que pouvait
revétir I'utilisation d’extraits d’autres stades évolutifs de S. mansoni.

Nous exposerons les résultats de cette expérimentation.

(9) Dans la publication de ces auteurs, elle correspond a la fraction 8 de I'extrait antigénique
S. mansoni.

L’allure différente qu’elle affecte sur nos immuno-€électrophorégrammes s’explique fort bien
par les modifications qu’entraine I'utilisation du gel d’agarose comme support.
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¢) LES ANTICORPS SPECIFIQUES DU STADE EVOLUTIE.

L'utilisation d’extraits de divers stades évolutifs de S. mansoni autres que les vers
adultes pour déceler les précipitines dans les schistosomoses humaines ou expérimentales
a été envisagée ces dernieres années par divers auteurs. Aprés Oliver-Gonzalez (1955),
qui montrait les taux élevés des précipitines anticercariennes au début de Iinfection,
Smithers (1960-1962) analysait, par la technique d’Ouchterlony, divers extraits de
schistosomes et montrait que la meilleure réaction était obtenue avec l'antigéne ceuf.
Kagan et Norman (1963) individualisaient des systémes précipitants différents dans
I'extrait cercarien et I'extrait adulte, Kent (1963) localisait, par immuno-électrophorése,
un systéme cercarien différent du systéme précipitant adulte.

Soulsby (1963), J. F. Kent (1963) et Thorson (1963) entreprenaient des travaux
similaires chez différents helminthes. Capron et coll. (1965), par I’étude antigénique
comparée des adultes et des divers stades larvaires de S. mansoni, dont nous rappelons
I’essentiel des résultats au début de ce travail, mettaient en évidence des fractions spéci-
fiques du stade cercarien. Il pouvait apparaitre, dés lors, qu'a des différences qualita-
tives entre les divers stades évolutifs, puisse correspondre I’apparition chez I’hdte d’an-
ticorps différents, dépendant du stade de I'infection, comme cela a été démontré pour
la trichinose par Oliver-Gonzalez (1963) et Kent (1963).

En 1965, Kronman étudiait I'antigéne cercaire de S. mansoni et isolait neuf frac-
tions antigéniques. Apres purification, il mettait en évidence deux fractions antigéniques
de la cercaire induisant la production d’anticorps correspondants chez I’homme porteur
d’'une infection chronique par S. mansoni.

~

Dans cette intention, les divers antigénes suivants furent soumis & I’analyse

immuno-électrophorétique par des sérums de hamsters, correspondant 4 des stades
variés de I'infection bilharzienne :

— antigéne S. mansoni ;

— antigéne cercaire S. mansoni ;

— antigéne ceuf S. mansoni ;

— antigéne d’incubation S. mansoni.

o) Les anticorps précipitants anticercariens.

Nous avons révélé I'extrait antigénique de cercaire S. mansoni i 'aide de 78 sérums
de hamsters infectés et dont le prélévement fut effectué a des dates variables de I’infec-
tion parasitaire. Comme pour ['étude précédente, réalisée avec I’extrait adulte, les
sérums ont été groupés en lots chronologiquement différents.

Les résultats observés sont rassemblés dans le tableau IX.

D’une maniére générale, bien que ’extrait cercarien permette d’observer comme
I’extrait adulte une augmentation constante et rapide du taux d’anticorps, le nombre de
systémes précipitants révélés en immuno-€électrophorése n’atteint jamais un taux aussi
élevé qu'avec S. mansoni adulte. Le détail de cette comparaison est fourni par les
tableaux X et XI. Ceux-ci permettent par ailleurs les observations suivantes :
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— Du 25° au 30° jour de I'évolution, alors que I'antigéne S. mansoni adulte ne
permet de révéler aucune précipitine, I'antigéne cercaire permet de révéler, en Ouchter-
lony, un ou deux arcs de précipitation. L'immuno-électrophorése, moins sensible, est
négative.

— Du 40° au 57° jour, tous les sérums testés sont positifs : un a quatre arcs de
précipitation peuvent étre mis en évidence, aussi bien en Ouchterlony que par immuno-
électrophorese. Ces résultats sont trés nettement supérieurs & ceux que permet d’obtenir
I’antigéne adulte.

— A partir du 67° jour, I'antigéne cercaire donne par conwre des résultats nette-
ment moins favorables, le nombre de systémes précipitants qu’il révele étant générale-
ment inférieur a ceux de I'antigéne adulte (photo n° 3). Il apparait en définitive qu’avant
la période de maturation sexuelle, et de ponte des schistosomes, 1’antigéne cercaire
permet de révéler dans la bilharziose expérimentale des précipitines d’apparition précoce
que ne décele pas I'antigéne adulte. Ces observations qui confirment et précisent celles
que fit Oliver-Gonzalez (1955) par la technique du « ring-test » peuvent trouver leur
explication soit dans I'existence de fractions antigéniques spécifiques du stade évolutif
et déterminant la production précoce des précipitines correspondantes, soit dans des dif-
férences quantitatives intéressant certaines fractions et conduisant a des rapports anti-
géne-anticorps plus favorables. Nous avons tenté, par 'analyse comparée des immuno-
électrophorégrammes, d’obtenir ces précisions.

Localisation des arcs de précipitation.

Nous avons analysé I'antigéne cercaire S. mansoni par les sérums de hamsters
parasités depuis 24 semaines.

L’immuno-électrophorése permet d’individualiser 13 arcs de précipitation numé-
rotés de 1 a 13 de la cathode & I'extrémité anodique (schéma 8, photo n® 8).

La confrontation des immuno-électrophorégrammes de ’antigéne cercaire obtenus
a des dates variables au cours de I'infection avec ceux réalisés aux mémes dates avec
I’antigéne adulte permet d’attirer plus particulitrement I'attention sur trois arcs de
précipitation qui, par leur fréquence, leur intensité ou leur précocité d’apparition, sont
susceptibles de revétir un intérét diagnostique (10).

1° La fraction 3, toujours trés marquée en intensité, est d’apparition précoce.
Individualisée dés le 40° jour dans 5 sérums sur 14, la précipitine correspondante est
pratiquement constante au-dela du 80° jour.

La fraction 3 posséde des caractéres €lectrophorétiques identiques a ceux de l'arc
décrit et figuré par Kent (1963). Il s’agit, selon toute vraisemblance, de la méme fraction.

Nous n’avons pu toutefois la considérer comme spécifique du stade cercarien. En
effet, si les sérums de hamsters récemment infectés ne la révélent pas dans I'antigéne
S. mansoni adulte, les sérums de 80 jours et plus la révélent constamment. La confir-

(10) L'évolution comparée, au cours de la biltarzicse a S. mansoni du hamster, des systémes
précipitants relatifs aux antigénes S. mansoni adulte et cercaire S. mansoni, est figurée dans la
planche n® 1.

Annales de Parasitologie humaine et comparée (Paris), t. 41, 1966, n® 2 11
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mation de son identité avec la fraction 3 du diagramme S. mansoni adulte nous a été
apportée par la technique de la fente courte.
1l s’agit donc d’une fraction présente dans les deux extraits antigéniques, mais que

des différences quantitatives permettent de révéler plus précocement dans I'antigéne
cercarien.

2° L’arc 9, d'intensité moindre, est particuliérement fréquent dans les sérums de
hamsters récemment infectés. La précipitine correspondante est d’apparition précoce
puisque individualisée 12 fois sur 14 dans les sérums de 40 a 57 jours. Les caractéres
de migration et de diffusion I'apparentent 4 'arc 8 du diagramme de S. mansoni adulte.
Bien que nous n’ayons pu en apporter la confirmation absolue, ces faits s’accordent
bien avec les résultats observés avec I'antigéne S. mansoni adulte, la fraction 8 étant
a cette époque de l'infection fréquemment révélée.

3" L’arc 2 nous parait mériter le plus grand intérét : arc d’une grande finesse, aux
caracteres de migration et de diffusion trés particuliers, il n’est jamais révélé dans
I’antigéne adulte.

N

Ces caractéres I'apparentent a la fraction correspondante de I'extrait cercarien
analysé par les sérums de lapin immunisés avec I'antigéne homologue. Nous avons pu
étudier sa spécificité vis-a-vis de I'antigéne adulte et la confirmer par les épreuves de
saturation.

Il s’agit donc d'une fraction antigénique qui apparait dans I’état actuel de nos
connaissances spécifique du stade cercaire. L’intérét de son observation se double du
fait que la précipitine correspondante est d’apparition relativement précoce et qu'elle
est constante a partir du 60° jour.

Elle est en effet révélée :

— 7 fois sur 14, du 40° au 50° jour :
— 3 fois sur 3, du 67° au 83 jour:
— 7 fois sur 7, du 85° au 113° jour;
— 7 fois sur 7, du 122° au 164° jour ;
— 2 fois sur 2, du 170° au 192° jour.

L’étude de cette fraction nous parait montrer le plus grand intérét. Sur des plans
théoriques et pratiques, la démonstration de l'existence d'une fraction spécifique au
stade cercaire et de I’anticorps correspondant constitue la premiére confirmation expé-
rimentale des observations de Oliver-Gonzalez et coll. (1955 b) et des hypothéses de
nombreux auteurs (Lincicome, 1962) (11).

(11) La Fraction «4» qui semble posséder une spécificité générique n'est pas relevée dans
I'extrait cercarien du début de I'infection expérimentale du hamster et vraisemblablement par suite
de différences quantitatives, n’est pas observée ultérieurement avec la méme constance que dans
Iextrait adulte.
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TaBLEAU XII. — Nombre de systémes précipitants mis en évidence par I'antigene ceuf S. man-
soni dans les sérums de hamsters infectés par S. mansoni et répartis selon la durée de I'infection
(Technique d’Abelev et Zvetkov)

|
o
R Nombre d’arcs
SEE ® g
o233 | 8 2
<8c| §%
Z Nég. 1 2 3 4 5 6| 7 8 9| 10| 11| 12
25 a [
30..] 3 1| 2 !
] | — —_—
40 a |
7 (R 4 2 1 1
67 a
83z 3 1 1 1
85 a
113" : 4 1 1 1 1
122 a
164 6 3 l 1 |

TasrLEau XIIT. — Nombre de systémes précipitants mis en évidence par les antigénes S. man-
soni adulte et ceuf S. mansoni dans les sérums de cinq singes infectés par S. mansoni

- Ouchterlony Immuno-électrophorése
Sérum Dunl-ee

de I'in-
N° % S. mansoni Euf S.  mansoni (Euf

fect

TR adulte S.  mansoni adulte H0 4 S. mansoni Aeid
1 3 mois 1 4 0 — 5 +
2 3 mois 2 5 2 - 3 -
3 3 mois 3 6 3 - 4 +
4 3 mois 3 6 2 + 6 +
5 47 mois 5 5 5 + 4 -
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B) Anticorps anti-ceuf.

Nous avons analysé un extrait antigénique d'ceufs de Schistosoma mansoni, par
les sérums de 20 hamsters répartis en cinq groupes chronologiques. Pour des raisons
matérielles, cette expérience n'a pu étre effectuée que par la seule réaction d’Ouchter-
lony.

Les observations de Smithers (1960-1962) nous ont incité par ailleurs a reprendre
I'expérimentation de cet auteur en effectuant I'analyse comparée d'extraits d’ceufs et
d’adultes de S. mansoni, par des sérums de singes expérimentalement infectés.

Les tableaux XII et XIII rassemblent les résultats que nous avons obtenus. Ceux-ci
confirment parfaitement les résultats de Smithers (1960-1962), et l'analyse immuno-
électrophorétique, non effectuée par cet auteur, montre en particulier les résultats supé-
rieurs que permet I’extrait ovulaire dans la révélation des précipitines.

Chez le hamster, la comparaison des tableaux XII et V montre que le nombre de
systémes précipitants de I’antigéne ceuf est, a partir de la période de maturation sexuelle
et de ponte, supérieur a celui que révéle I'extrait adulte. L'observation de 12 systémes
différents suggére que le role antigénique de I'ceuf dans les bilharzioses expérimentales
est loin d'étre négligeable (photo n” 3).

Néanmoins, bien que lintérét de 1'étude des fractions spécifiques du stade ceuf
soit indéniable, I'utilisation pratique de I’extrait antigénique ovulaire restera toujours
limitée par la difficulté de récolter en quantité suffisante, pour les tests d’immuno-
diffusion, le matériel brut nécessaire.

v) Anticorps anti-produits d’incubation.

Nous avons analysé, en double diffusion, les produits d’incubation de S. mansoni,
par les sérums de 30 hamsters répartis en cinq groupes chronologiques.

Les résultats rassemblés dans le tableau XIV permettent de noter que les réactions
sont sensiblement comparables a celles obtenues avec I'extrait S. mansoni adulte, dans
les divers lots de hamsters étudiés. Ceci est parfaitement concordant avec les données
que I'analyse de ces mémes antigénes, par les sérums de lapin hyperimmunisés, a permis
d’obtenir. Plus de la moitié des fractions antigéniques révélées dans I’extrait adulte sont
en effet mises en évidence dans les produits d’incubation. L'ensemble de ces résultats
améne a croire que les produits d’excrétion occupent une place importante dans les
systémes précipitants qui peuvent étre mis en évidence au cours des bilharzioses

(photos n°* 4 et 5).

II. — Bilharziose expérimentale a Schistosoma haematobium

a) ETUDE QUALITATIVE ET CHRONOLOGIQUE.

Nous avons pu disposer, pour cette expérimentation, de 65 hamsters infectés par
300 cercaires de S. haematobium, et dont les sérums ont été prélevés a des dates varia-
bles de I'évolution de Iinfection parasitaire.

Pour des raisons matérielles tenant a la difficulté d’obtention, en quantité suffi-
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sante, de I'antigéne S. haematobium, la majorité des sérums ont été étudiés avec l'extrait
S. mansoni. Seul un lot limité d’entre eux a pu faire I'objet d’'une étude comparative
avec l'extrait S. haematobium.

Si I'on tient compte des remarques précédemment exposées concernant la parenté
antigénique des deux espéces, l'interprétation des résultats obtenus et leur confron-
tation avec ceux fournis par les hamsters infectés par S. mansoni sont cependant
possibles.

Le tableau XV rassemble les données fournies par les techniques de double dif-
fusion en gélose et I'immuno-électrophorése dans I'analyse de l'antigéne S. mansoni,
par les sérums de hamsters infectés par S. haematobium.

Il est & noter que les sérums d’un lot de 30 hamsters infectés depuis 96 a
128 jours précipitent en double diffusion d’un a trois arcs dans 75 % des cas, la fré-
quence maximum (50 %) concernant deux arcs révélés.

Un deuxiéme lot de 22 sérums prélevés entre le 131° et le 167° jour donne dans
68 % des cas de deux a trois arcs de précipitation par la technique d’Abelev et
Zvetkov.

Avec 27 sérums de hamsters infectés par S. haematobium et prélevés entre le
173° et le 412° jour, nous observons, grice a la méme technique, et dans la majorité
des cas, un nombre d’arcs de précipitation variant de deux a quatre. A ce stade ultime,
un pourcentage minime des sérums donne cinq ou six arcs.

De la comparaison de ces résultats avec ceux obtenus dans le cadre de la bilhar-
ziose expérimentale 4 S. mansoni du hamster (voir le tableau V), on peut établir les
remarques suivantes :

1° Les résultats obtenus avec les sérums de hamsters infectés par S. haematobium
et prélevés entre le 96° et le 128° jour d’une part, et les sérums de hamsters infectés
par S. mansoni et prélevés entre le 40° et le 57° jour d’évolution d’autre part, sont trés
comparables et rendent compte d’une corrélation satisfaisante entre le nombre d’arcs
observés et la période de maturité sexuelle et de pontes respectives de ces deux especes.

2° L’accroissement remarquable a partir du 67° jour du taux des précipitines
chez le hamster infecté par S. mansoni n’est pas retrouvé dans le cas de la bilharziose
expérimentale & S. haematobium : a partir du 131° jour, le maximum d’arcs observés
passe de deux arcs a un chiffre de deux a quatre arcs et se stabilise jusqu’a la fin de
I’évolution de I'infection parasitaire.

3° Le nombre de systémes précipitants mis en évidence par les diverses techni-
ques utilisées, dans les sérums des hamsters infectés par S. haematobium, n’est jamais
aussi élevé que dans la bilharziose expérimentale a S. mansoni du hamster.

En immuno-électrophorése, les résultats obtenus avec les sérums de hamsters
infectés par S. haematobium montrent de la méme fagon la moindre intensité des
réponses, les résultats étant par ailleurs moins homogénes. Le maximum de fractions
révélées par cette méthode est de douze, et ceci, pour un seul des sérums testés.

L’observation que nous avions pu faire a propos des sérums humains semble donc
également valable dans la bilharziose expérimentale : le taux de précipitines formées



TABLEAU XIV. — Nombre de systémes précipitants mis en évidence par I'antigéne d'incuba-
tion §. mansoni dans les sérums de hamsters infectés par S. mansoni et répartis selon la
durée de l'infection (Technique d’Abelev et Zvetkov).

L
o
] ~ w N b %
3 EE o & ombre d’arcs
$38| £ 5
< 2 0 1 3 4 5 6 7 8 9 10
25 a
3000 3 2. 1
40 A
STl Ad 4 3 2
67 a
8355 4 4
85 2
113 . 6 1 1 2 1 1
122 &
164 . 6 1 2 2 i
Total 30

TaBLEAU XV. — Nombre de systémes précipitants mis en évidence par I'antigéne S. mansoni
adulte dans les sérums de hamsters infectés par S. haematobium et répartis selon la durée de

I'infection.

g |8 g
E 3 Technique El
€7l ¥ d’Abelev et Zvetkov 3 Immuno-lectrophordse
33| 3
se| & -
% |Blo|1]2f3]4 Elo|1|2|ala4|s|6|7]|8]9[10]11]12
z z
963
128[30] 3 | 4 [15] 6| 1 2112
131
i
167|22( 11| 7] 8|2 6 1 121 ]
173
a
233|15| 2| 1] 4|33 13 § ] 3031 1
250
a
a12|12| 2] 4| 4|1 | [4]1 2 211
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dans la bilharziose a S. haematobium, tant humaine qu’'animale, apparait généralement
inférieur a celui que I'on constate dans la bilharziose & S. mansoni. Les différences
peuvent étre appréciées a la fois qualitativement par le nombre d’arcs révélés et
quantitativement par l'intensité de ces derniers.

Ces résultats pouvant apparaitre liés a [lutilisation d'un antigéne hétérologue,
nous avons procédé a une étude limitée de I'analyse de I'antigéne S. haematobium
par les sérums de hamsters infectés par ce schistosome.

Dix hamsters furent ainsi €tudiés. Le maximum d’arcs observés en double dif-
fusion, qui était de six avec I'extrait S. mansoni, a été dans certains cas de sept a
huit arcs avec l'extrait S. haematobium. De méme en immuno-électrophorése, nous
avons généralement observé un arc supplémentaire, grace a I'utilisation de I'antigéne
homologue.

L'un des sérums particuliérement favorable a I’analyse a permis de révéler 12 arcs
avec S. mansoni, 13 arcs avec S. haematobium.

Cette constatation confirme, ici encore, les remarques faites & propos des sérums
humains. La trés grande parenté antigénique des deux espéces explique parfaitement
ces faibles différences, le plus souvent d'ordre quantitatif ou parfois peut-étre liées a

'existence d’'une fraction spécifique.

b) LOCALISATION DES ARCS.

Le diagramme électrophorétique de I’antigéne S. haematobium, révélé par un
antisérum de hamster infecté par S. haematobium, permet de dénombrer jusqu’a
13 fractions antigéniques. Ces fractions ont été numérotées de 1 a 13, selon leur
position de la zone cathodique a I'extrémité anodique de la lame (schéma 9).

La fraction 7 de ce diagramme correspond a la fraction spécifique de S. haema-
tobium, mise en évidence par épuisement d’un hyperimmunsérum S. haematobium de
lapin par I'antigéne S. mansoni 1 Y.

D’autre part, la fraction 3 s’apparente parfaitement avec la fraction 4 de I'anti-
géne S. mansoni.

Elle apparait aussi fréquente dans les sérums positifs que la fraction 4 dans les
sérums de hamsters S. mansoni.

¢) Nous avons complété cette expérimentation par I'étude de quelques sérums de singes
infectés par S. haematobium.

Nous avons disposé de 28 sérums provenant de sept singes expérimentalement
infectés par 1.000 a 3.000 furcocercaires (sans que la dose de cercaires semble influer
sur les résultats).

Tous les sérums ont été étudiés par la technique d’Abelev et Zvetkov avec I'extrait
S. mansoni 1 Y%,.

Les sérums négatifs ont été testés avec I'extrait de cercaire S. mansoni 1 %,.

Le tableau XVI résume les résultats obtenus dans ces conditions.
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TABLEAU XVI. — Nombre de systémes précipitants mis en évidence par les antigénes

S. mansoni adulte et cercaire S. mansoni dans les sérums de singes infectés par S. haema-

tobium. Seuls les sérums négatifs avec l'antigéne S. mansoni adulte ont été étudiés avec
I'antigéne cercaire S. mansoni (Technique d'Abelev et Zvetkov)

Durée de | 5 2 S. mansoni adulte S o Cercairc' Toul
'infection | & 3 o g S. mansoni des
= 5 9 5 & sérums
(jours) A ]
0 1 2 3 0 1 +
TQeroviiansays 3 3 3 1 2 2
0ossiwnmags 7 4 3 4 2 2 5
) 511 7 4 2 1 4 5
1300 avasn 5 1 3 5
IS0 .0mee 6 3 3 1 6

Avant le 130° jour, les résultats obtenus avec I'antigéne S. mansoni adulte n’at-
teignent pas un pourcentage de positivité élevé. Ce pourcentage est sensiblement relevé
lorsque I'on utilise I'extrait cercarien.

A partir du 130° jour, tous les sérums sont positifs avec S. mansoni adulte,
donnant d'un a trois arcs de précipitation.

Ces résultats concordent parfaitement avec ceux observés chez le hamster, et la
positivité des réactions d'immuno-diffusion semble la encore coincider en grande
partie avec I'’époque de la ponte ovulaire.

III. — Bilharziose expérimentale a Schistosoma japonicum

Nous avons disposé des sérums de trois lapins infectés par S. japonicum.

Ces sérums ont été étudiés avec les antigénes S. japonicum et S. mansoni par la
méthode d’Abelev et Zvetkov et en immuno-électrophorése avec l'antigéne S. japo-
nicum.

Ces résultats sont comparables a ceux que nous a fourni I'étude des sérums
humains. On notera en particulier la confirmation de la parenté antigénique relati-
vement faible de S. japonicum et S. mansoni, la révélation de la fraction 4 dont la
spécificité générique est ainsi vérifiée, et, d'une maniére générale, les possibilités qu’offre
l'immuno-diffusion dans la bilharziose a S. japonicum, possibilités que laissait prévoir
le premier travail de Yogore et coll. (1962).
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Le tableau XVII rassemble les résultats obtenus.

TaBLEAU XVII. — Nombre de systémes précipitants mis en évidence par les antigénes
S. japonicum et S. mansoni dans les sérums de trois lapins infectés par S. japonicum
\ .
Technique Immuno-
Lapin ORD d’Abelev et Zvetkov électrophorése Arc 4
N° :R.P: ) )
S. japonicum | S. mansoni 2 gpopioum
2 1 1 —_
2 dreeE | 6 2 7 -
] E : "

IV. — Les Anticorps spécifiques d’Espéce

L’étude de la structure antigénique comparée des espéces de schistosomes nous
ayant montré l'existence de fractions spécifiques au niveau de chacune d’entre elles,
nous avons tenté de rechercher si elles étaient susceptibles de déterminer 1’apparition
de la précipitine correspondante, anticorps spécifique de I'espéce incriminée, dans les
bilharzioses expérimentales.

La synthése des divers résultats précédemment exposés, obtenus par I’analyse
comparée des immuno-électrophorégrammes et dans certains cas par les épreuves de
saturation, ameéne aux conclusions suivantes :

1° La fraction 8 du diagramme S. mansoni adulte n’est jamais révélée dans
’antigéne S. haematobium, et la précipitine correspondante, dont on a vu la fréquence
dans les bilharzioses humaines et expérimentales déterminées par S. mansoni, n’est
jamais mise en évidence dans les infections humaines et animales par S. haematobium.

2° La fraction 7 de I'antigéne S. haematobium analysé par les sérums de hamsters
s’apparente a la fraction 9 du méme antigéne révélé par les sérums de lapins hyper-
immunisés. Les épreuves de saturation montrent qu’elle n’existe pas dans l’antigéne
S. mansoni.

La précipitine correspondante, fréquemment révélée dans les sérums de hamsters
infectés par S. haematobium, ne l'est jamais par les sérums d’animaux infectés par
S. mansoni.

3° Le probléme des fractions spécifiques de S. japonicum et des précipitines
correspondantes est plus complexe. La parenté antigénique moins étroite de ce schis-
tosome avec les deux especes précédentes, le matériel restreint dont nous avons disposé
ne permettent guére de conclusion précise.
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Rappelons cependant que I'analyse de I'antigéne S. mansoni par les sérums
humains ou de lapins infectés par S. japonicum ne révéle guére plus de trois arcs de
précipitation, alors que sept arcs peuvent &étre obtenus avec I’antigéne homologue.

A Tlinverse, I'analyse de I'antigéne S. japonicum par des sérums de hamsters
S. mansoni, donnant avec I'extrait S. mansoni 12 a 18 arcs de précipitation, n’a jamais
pu révéler plus de cinq fractions antigéniques.

Commentaires généraux.
Essai de synthese

La confrontation des résultats acquis par I'expérimentation animale avec ceux
concernant les bilharzioses humaines, et exposés dans la deuxiéme partie de ce travail,
n’apparait pas sans intérét :

1° Dans les bilharzioses a S. mansoni, le nombre des antigénes potentiels res-
ponsables de la formation des précipitines, qu'il s’agisse de I'affection humaine ou de
'infection animale, apparait beaucoup plus important que les premiers travaux, jus-
qu'a ce jour publiés, le suggéraient : 9 systémes différents ont pu étre identifiés dans
la bilharziose humaine, 18 dans la bilharziose du hamster. L’intérét de cette identifi-
cation, outre la connaissance théorique qu’elle nous apporte du potentiel antigénique
de S. mansoni, nous renseigne, par une analyse plus détaillée, sur le rdle privilégié
joué par certaines fractions antigéniques, soit par leur importance quantitative, soit
par la production précoce de la précipitine correspondante. L'intérét particulier qui
s'attache a la fraction 4 de 'antigéne S. mansoni mérite ici d'étre revu. Présente chez
les trois schistosomes, dans des rapports quantitatifs variables, ainsi que dans les
extraits de leurs divers stades évolutifs, comme le laisse présumer I'expérimentation
menée chez S. mansoni, cette fraction, spécifique vis-a-vis de nombreux helminthes
étudiés, apparait trés représentative du genre Schistosoma. Spécifique du genre dans
les limites de notre expérience actuelle, elle semble douée d’'un haut potentiel anti-
génique chez 'homme ou I'animal infecté. La précipitine qu'elle détermine, révélée a
une période contemporaine de la ponte, est constamment identifiée chez I'animal,
dans 80 % des cas chez 'hnomme.

Il serait souhaitable que des recherches ultérieures précisent sa structure chimi-
que, ses caractéres enzymatiques, étudient son role allergénique, envisagent son impor-
tance dans I’ensemble du genre Schistosoma, dans une perspective phylogénique.

La fraction 8 du méme antigéne qui nous est apparue dans les limites de cette
expérimentation, spécifique de S. mansoni, revét elle aussi un intérét théorique et
diagnostique certain. La précocité d’apparition de la précipitine qu’elle suscite en fait
une fraction d’importance majeure dans la mosaique de S. mansoni.

L’étude des anticorps spécifiques du stade évolutif de ce schistosome démontre,
pour la premiere fois, I'importance immunologique de tels anticorps. Celui qu’analyse
la fraction 2 de lantigéne cercaire est a cet égard significatif et suggére I'emploi de
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Pextrait cercarien dans les infections bilharziennes récentes. D’une maniére plus géné-
rale, I'intérét pratique de I'antigéne cercarien apparait au moins égal a celui de 'extrait
S. mansoni adulte, et ce, méme dans les infections chroniques.

L’étude de I'antigéne ceuf confirme parfaitement les recherches de Smithers.
Jointe aux observations faites sur la corrélation apparente de la révélation des préci-
pitines et de la ponte des schistosomes, elle permet de supposer que le stimulus anti-
génique produit par les ceufs a une part importante dans la production des anticorps
humoraux, ce qui n’anticipe en rien de leur rdle éventuel dans le développement de
'immunité. Quant aux produits d’incubation, antigénes d’excrétion et de sécrétion,
leur potentiel antigénique apparait considérable : ils révélent les deux tiers des sys-
témes précipitants révélés par l'extrait adulte, ce qui laisse envisager le rdle antigé-
nique limité que jouent les protéines somatiques que des lyses cellulaires seraient
seules susceptibles de libérer dans 1'organisme de I’hote.

2° Dans la bilharziose a S. haematobium, la réponse de I'organisme infecté, qu'il
soit humain ou animal, apparait moindre. Le taux des précipitines révélées est quali-
tativement inférieur aussi bien chez 'homme que chez I'animal. Chez le hamster, le
nombre des antigénes reste cependant important, puisque 13 systémes différents
peuvent étre occasionnellement analysés.

L’analyse comparée des antigénes S. mansoni et S. haematobium, par les sérums
de sujets ou d’animaux infectés par S. haematobium, permet d’identifier une fraction
antigénique particuliére, fraction 7 de I'immuno-électrophorégramme, dont la spéci-
ficité vis-a-vis de S. mansoni a pu étre expérimentalement démontrée. La précipitine
qui lui correspond est d’apparition précoce chez I'animal, sa présence quasi constante
dans les sérums humains ou animaux positifs. Sa valeur diagnostique est donc indé-
niable. La connaissance d’une telle fraction parait d’autant plus intéressante que les
affinités antigéniques de S. mansoni et S. haematobium sont considérables et que,
hormis cette fraction, les mosaiques antigéniques de ces deux espéces ne différent
entre elles que quantitativement.

N

3° Dans la bilharziose a S. japonicum, les résultats obtenus aussi bien chez

’homme que chez I'animal confirment les données obtenues par Yogore et coll.

L’analyse de la structure antigénique de S. japonicum confirme la parenté anti-
génique limitée de cette espéce avec les précédentes et incite a étudier de fagon plus
précise la structure immunochimique des diverses souches géographiques de S. japo-
nicum, et des précipitines formées chez I'animal, et ce dans une perspective biologique
et phylogénique.

N

4° L'un des buts de ce travail visait a la confrontation des réactions immuno-
logiques de l'organisme parasité avec le stade évolutif de I'affection.

Chez I’homme, dans la bilharziose a S. mansoni, et dans une moindre mesure,
dans celle déterminée par S. haematobium, un parallélisme assez convaincant peut
étre observé entre I'importance qualitative et quantitative des précipitines et le stade
clinique. Les sérums de sujets porteurs de formes hépato spléniques révelent généra-
lement un nombre de systémes précipitants supérieur aux autres. Ceci apparait indé-

Annales de Parasitologie humaine et comparée (Paris), t. 41, 1966, n” 2 12
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pendant de I'dge de I'infection : la majorité des sujets vivaient en zones endémiées et
étaient dés lors soumis a I'infection dés leur enfance, et 'analyse des tableaux II et III
ne permet d’établir aucun rapport entre leur age civil et leur taux d’anticorps.

L’étude de I'évolution des précipitines chez le hamster montre jusqu’au sixiéme
mois de I'évolution une augmentation progressive et rapide de leur taux. Cependant,
au sein méme des divers lots de hamsters étudiés, les résultats ne sont pas toujours
parfaitement homogeénes, et ce en dépit d'un taux de parasitisme rigoureusement
comparable.

Ceci suggere que, indépendamment du facteur chronologique qui préside, jusqu’a
un certain seuil, a la production des précipitines, 1'élaboration de celles-ci est en rap-
port avec un facteur individuel que nous avons supposé, a la lumiere des observations
faites chez ’homme, lié au stade anatomique des Iésions.

L’autopsie de 28 hamsters sacrifiés a des stades variés, apres leur infection et
dont les sérums ont été soumis a I’analyse immunologique, permit I'étude anatomique
des lésions hépatiques et spléniques et I'essai d’interprétation que nous exposons
maintenant.

Documents histopathologiques

L’étude histologique du foie et de la rate fut effectuée apres fixation des pieces
anatomiques au formol salé. Les coupes furent réalisées selon les techniques classiques
utilisant la paraffine comme support. Les colorations utilisées furent: hémalun, éry-
throsine, safran, le trichrome de Masson, le P.A.S., I'orcéine alcoolique et le bleu
d’aniline.

ANALYSE DES LESIONS ANATOMIQUES

Vingt-huit hamsters infectés par S. mansoni ont fait I'objet d’une étude anato-
mique portant sur les poumons, le foie et la rate.

Les poumons sont dans I’ensemble pratiquement normaux, indemnes de toute
lésion spécifique de schistosomose, ce qui les différencie trés nettement des poumons
des animaux infectés par S. haematobium (Capron et coll., 1965).

Au niveau du foie, il est pratiquement constant d’observer des nodules histiocy-
taires centrés par des ceufs et siégeant au niveau des ramifications portes. Le pigment
bilharzien y est presque toujours observé. Enfin, quelques animaux présentent des
anneaux de sclérose hyaline parfois trés mutilante.

Cest I'étude de la rate qui nous a le plus retenu ici. Les aspects observés peuvent

s

étre référés a cinq grands types de Iésions :

Type I. — Ces animaux ont une rate hyperplasique, mais cette hyperplasie n’est
pas diffuse. Elle est disposée en foyers séparés les uns des autres par des zones dont
I’aspect est sensiblement normal. Un tel aspect suggére qu'il s’agit 1a d’une hyperplasie
débutante et qui, de ce fait, n’intéresse pas encore la totalit¢ de la pulpe rouge

splénique.
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Type 1I. — Ces animaux présentent une rate dont la pulpe rouge est le siége
d’une hyperplasie considérable. Lorsque la rate est examinée a un faible grossissement,
on a de la peine a reconnaitre la pulpe blanche en raison de la densité cellulaire
extréme de la pulpe rouge. Cette densité cellulaire empéche également de reconnaitre
les différents éléments qui concourent i la structure de la pulpe rouge. L’hyperplasie
porte sur différentes lignées cellulaires : cellules réticulaires facilement reconnaissa-
bles a leur grand noyau assez clair souvent nucléolé, histiocytes, lymphocytes, cellu-
les de la série granuleuse dont des polynucléaires éosinophiles. Les mégacaryocytes
sont rares. Cet aspect est celui d’'une hyperplasie réticulo-histiocytaire trés importante
de la pulpe rouge.

Type 1II. — 1l intéresse des animaux dont les lésions spléniques sont proches de
celles du groupe précédent et nous les considérons comme prenant place chronologi-
quement immédiatement aprés elles. La pulpe rouge est en grande partie déshabitée :
les cellules sont rares, nettement séparées les unes des autres. De ce fait, les cordons
de Bilroth sont facilement identifiables. Ils sont d’ailleurs épaissis par une substance
un peu grumeleuse, mal colorable par le safran, correspondant trés probablement
a 'apparition de la sclérose hyaline.

Type IV. — 1l est observé ici des animaux dont on peut dire que la rate est le
siege de lésions mixtes. Il existe, comme dans le groupe précédent, une hyperplasie
en foyers, mais entre ceux-ci, c’est, soit une sclérose hyaline débutante, soit une
déshabitation que I'on observe.

Type V. — Ce type concerne des animaux dont les Iésions sont trés différentes
et inverses des types I et II. La pulpe rouge apparait totalement déshabitée en
cellules et n'est pratiquement plus représentée que par une sclérose hyaline (trés
discrétement safranophile, légérement P.A.S. positive, colorée en bleu par le bleu
d’aniline). Cette sclérose est disposée en travées trés épaisses, isolant les uns des
autres, des restes de capillaires gorgés d’hématies. La pulpe blanche enserrée par cette
sclérose est en voie d’atrophie.

La confrontation des données analytiques fournies par I’étude anatomique,
avec celles que les observations expérimentales et immunologiques permettent de
recueillir, conduit a I’essai de synthése suivant :

1" Un groupe de douze animaux sacrifiés entre le 80° et le 150° jour suivant une
infection cercarienne faible, présente des réactions immunologiques importantes
objectivées par l'existence de 7 & 14 systémes précipitants.

L'étude anatomique de ces hamsters montre que deux d’entre eux, infectés
depuis 80 jours présentent des lésions du type I correspondant a une hyperplasie
en foyers vraisemblablement débutante.

Huit hamsters infectés depuis 90 a 120 jours présentent des lésions du type II
correspondant a une hyperplasie globale de la pulpe rouge. Parmi eux, deux animaux
ont des lésions du type III correspondant a un début de déshabitation cellulaire.

Deux hamsters infectés depuis plus de 150 jours montrent des lésions du
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Puoro N° 2

PHoto N° 3

PHoTO N° 4

Pour les photos de 1 a 9:

A — 8. mansoni adulte.
B — Cercaire S. mansoni.
C — Incubat S. mansoni.
D — Euf S. mansoni.
E — 8. mansoni 20 jours.

F — CR.P.
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Proto N° 9

PHOTOGRAPHIES N°* | et 2. — Réactivité des sérums de deux sujets bilharziens a S. mansoni vis-a-vis
des différents antigénes de S. mansoni

PHOTOGRAPHIES N°* 3 et 5. — Réactivité des sérums de deux hamsters infectés par S. mansoni
depuis 122 jours vis-a-vis des différents antigénes de S. mansoni

PHOTOGRAPHIE N° 4. — Réactivité du sérum d'un hamster infecté par S. mansoni depuis 105 jours
vis-a-vis des différents antigénes de S. mansoni.

PHOTOGRAPHIE N° 6. — Diagramme immuno-électrophorétique de I’antigéne S. mansoni adulte révélé
par un immunsérum anti S. mansoni adulte

PHOTOGRAPHIE N° 7. — Diagramme immuno-électrophorétique de I'antigéne S. mansoni adulte révélé
par le sérum d'un hamster infecté par S. mansoni depuis 164 jours

PHOTOGRAPHIE N° 8, — Diagramme immuno-électrophorétique de l'antigéne cercaire S. mansoni
révélé par le sérum d'un hamster infecté par S. mansoni depuis 180 jours

PHOTOGRAPHIE N” 9. — Diagramme immunoélectrophorétique de I'antigéne S. mansoni adulte révélé

par le sérum d'un sujet atteint de bilharziose a S. mansoni. On notera la particuliére intensité

de l'arc 4 spécifique de I'infection bilharzienne, I'existence de I'arc 8 spécifique de S. mansoni,
celle de I'arc 7 commun & de nombreux helminthes
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type V, la pulpe rouge apparait déshabitée en cellules et n’est pratiquement plus
représentée que par une sclérose hyaline.

2° Un groupe de 18 hamsters sacrifiés entre le 25° et le 60° jour aprés une
infection cercarienne intense, présente des réactions immunologiques faibles objecti-
vées par I'existence de 0 & 3 systémes précipitants. Dans ce groupe, les aspects de
la rate affectent deux types particuliers.

Six animaux plus modérément infectés et sacrifiés aprés 55 jours d’infection
présentent une hyperplasie de la pulpe rouge du type I ou II

Douze animaux massivement infectés et sacrifiés entre le 25° et le 45° jour sui-
vant I'infection, semblent s’orienter d’emblée vers des Iésions spléniques des types IV
et V caractérisées par I'apparition précoce d'une sclérose hyaline sur une pulpe
rouge déja déshabitée.

COMMENTAIRES

Bien que l'essai de confrontation anatomo-immunologique auquel nous nous
sommes livré doive étre, en raison d'un échantillonnage insuffisant, considéré comme
trés préliminaire, il ouvre néanmoins la voie & des hypothéses de travail.

L'impression générale qui domine est celle de I'existence d’un parallélisme assez
net, chez les animaux faiblement infectés, entre le taux des précipitines formées et
’hyperplasie dont la pulpe rouge splénique est I’'objet. Parallélement a I’évolution
chronologique des anticorps précipitants se dessine une cinétique des lésions spléni-
ques qui va de l'apparition d’une hyperplasie en foyers a I’hyperplasie globale, puis
a la déshabitation cellulaire et enfin a la sclérose hyaline.

Chez les animaux massivement infectés, la réaction splénique apparait trés diffé-
rente, orientée précocement vers la déshabitation cellulaire et la sclérose.

Ces observations suggérent que la rate, dont de récents travaux ont montré
le role immunologique général puisse avoir dans I'établissement des phénomeénes
immunitaires dans les bilharzioses une importance considérable. A cet égard, I'hyper-
plasie de la lignée lymphocytaire dont on commence a entrevoir la compétence
immunologique, est a considérer.

Si ces observations venaient a étre confirmées par une étude plus extensive,
elles permettraient peut-étre de rapprocher la splénomégalie bilharzienne de la
splénomégalie palustre dont on sait les rapports qu'elle affecte avec I’établissement de
I'immunité dans le paludisme.

La rate bilharzienne serait-elle une rate immunologique ?

Hypersplénisme et sclérose lui succédant en pathologie humaine s’accorderaient
bien avec les observations que nous a permis aussi bien sur le plan anatomique
quimmunologique, 1'expérimentation animale.

L’importance de la question est cependant telle que nous ne pouvons actuellement
prétendre y apporter une réponse satisfaisante.
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Conséquences pratiques

L’examen, sous un angle pratique, des résultats auxquels le présent travail a abouti,
permet les conclusions suivantes :

1" Les techniques actuelles d’immuno-diffusion ne semblent pas, du fait de leur
manque de sensibilité, pouvoir trouver une place de choix parmi les méthodes immu-
nologiques de diagnostic des bilharzioses.

Leur mise en ceuvre délicate, particuliérement en ce qui concerne I'immuno-élec-
trophorese, rend difficile leur application systématique.

Il apparait néanmoins qu'elles constituent, pour I'analyse fine des systémes
antigéne-anticorps précipitants, dans les bilharzioses humaines ou expérimentales, un
apport tout a fait remarquable.

2° Hormis les possibilités diagnostiques qui restent limitées & 60 % des cas de
bilharziose humaine a S. haematobium et 2 80 % des cas de bilharziose & S. mansoni,
leur valeur analytique s’objective surtout par la mise en évidence d’au moins neuf
antigénes potentiels dans la bilharziose a S. mansoni, sept dans la bilharziose 2
S. japonicum et six dans la bilharziose a S. haematobium.

La démonstration dans chacune des espéces incriminées de l'existence d’une ou
plusieurs fractions spécifiques et celle de la production chez I’homme de la précipitine
qui lui correspond, rend possible dans certains cas favorables, un diagnostic spécifique
de I’agent causal.

3 L’analyse comparée des extraits antigéniques des stades adultes et larvaires de
§. mansoni, conduit a recommander dans la pratique diagnostique des tests d’immuno-
diffusion :

— Lutilisation de I'antigéne cercarien dans les infections récentes :

Deux des fractions de cet antigéne déterminent l'apparition précoce d'une pré-
cipitine, dont I'une spécifique du stade cercaire, il revét de ce fait une importance
diagnostique indéniable ;

— Dans les infections chroniques :

L’analyse de I'antigéne ceuf permet la révélation d'un nombre de systémes
précipitants supérieur a celui obtenu avec !'antigéne adulte. Néanmoins, les difficultés
de production de Iextrait ovulaire incitent a recommander [’utilisation standard de
I'extrait adulte.

A ce stade de laffection, la révélation de la précipitine correspondant a la
fraction 4 de cet extrait assure le diagnostic immunologique.

4° La confrontation chez un méme malade des taux de précipitines observés
et du stade clinique de la maladie, jointe aux arguments expérimentaux, permet de
supposer l'existence d’une relation étroite entre les réactions immunologiques et les
manifestations hépatospléniques dans les bilharzioses. Cette observation autorise a
envisager I'utilisation des tests d'immuno-diffusion dans le diagnostic étiologique des
splénomégalies tropicales et la démonstration de leur éventuelle nature bilharzienne.
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Conclusion

Il apparait, au terme de ce travail, que les précipitines anticorps dont la
connaissance restait, dans les bilharzioses humaines et expérimentales, trés fragmen-
taire, justifient I'importance théorique que leur accorde nombre d’auteurs dans les
helminthiases.

La présente investigation ne prétend pas résoudre tous les problémes soulevés
par les diverses modalités de leur apparition dans I'organisme humain ou animal.
Les difficultés qui président a I'obtention des antigénes aussi bien que des sérums
humains ou animaux, n’ont pas permis que fut réalisée avec I’homogénéité souhaitée,
la totalité de ces recherches.

La contribution que peuvent apporter les techniques d’immuno-diffusion a nos
connaissances de I'immunité dans les bilharzioses, nous parait, dans deux domaines,
justifier d’ultérieures recherches.

L’approche théorique de la structure antigénique des schistosomes humains et
animaux, I'étude de leurs fractions spécifiques, celle des précipitines qu'elles déter-
minent nous parait constituer I'une des voies les plus rentables vers une connaissance
plus approfondie des relations hdte-parasite, dans ce groupe d’helminthes.

Les rapports entre les phénomeénes immunitaires et le gradient clinique de
'affection doivent &tre soigneusement considérés. L’intérét d'une investigation
étendue, dans les trois grandes bilharzioses humaines apparait certain; outre les
données pratiques que fournirait une telle étude, les perspectives théoriques qu’elle
suscite conférent un aspect nouveau aux hypothéses que continueront de soulever,
longtemps encore, les phénoménes immunitaires dans les bilharzioses.

Résumé

Le présent travail synthétise I'expérience acquise depuis 1962 au laboratoire de
Parasitologie de la Faculté de Médecine de Lille, dans I’étude par immuno-diffusion
(double diffusion et immuno-électrophorese), des antigénes des schistosomes humains
(S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum) et des précipitines dans les bilharzioses
humaines et expérimentales.

I. — L’analyse comparée de la structure antigénique de S. mansoni, S. haemato-
bium et S. japonicum a permis de démontrer :

1° L’étroite parenté antigénique unissant S. mansoni et S. haematobium, dont les
mosaiques antigéniques respectives n'apparaissent différer, en dehors des rapports
quantitatifs de diverses fractions, que par I'existence de deux fractions qualitative-
ment spécifiques qui ont pu étre localisées sur I'immuno-électrophorégramme : dix-
neuf fractions sur les vingt et une identifiées chez S. mansoni, sont communes a
S. haematobium.
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2" La parenté antigénique plus limitée existant entre S. japonicum et les deux
especes précédentes. Dix fractions communes entre S. japonicum d’une part, et S. man-
soni ou S. haematobium d’autre part, ont pu étre localisées.

Cette différence de structure dans un genre extrémement homogéne suggére par
comparaison avec d'autres groupes d’Helminthes, I'hypothése que la mosaique antigé-
nique des schistosomes, et plus généralement des vers, puisse étre liée aux modalités
de leur adaptation parasitaire. Les conséquences pratiques de cette disparité de structure
sont envisagées.

II. — L’étude en double diffusion en gélose et en immuno-électrophorése des
précipitines formées au cours des bilharzioses & S. mansoni, S. haematobium et S. japo-
nicum a été effectuée par I'analyse des sérums de plus de 200 sujets avec des extraits
antigéniques de S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum.

Cette étude a permis, aprés une étude globale portant sur les sérums de 170 sujets
atteints de bilharziose a S. haematobium :

1° De démontrer I'existence possible chez I'nomme, d’au moins neuf systémes
précipitants dans la bilharziose a S. mansoni, six dans la bilharziose a S. haematobium,
sept dans la bilharziose a S. japonicum. L'analyse comparée des antigénes des trois
especes de schistosomes par les sérums des malades, et I'étude de leurs réactions
croisées, a conduit & I'identification de fractions apparemment spécifiques de chacune
des trois espeéces en cause.

2° La confrontation des résultats fournis par les tests d’immuno-diffusion avec le
gradient clinique de l'affection confirme I'existence d'une relation entre le taux des
précipitines élaborées par I'organisme humain et le stade clinique de la bilharziose.
Cette notion rapportée dés 1964 par Biguet et coll. a été récemment développée par
Da Silva et Ferri, au Brésil.

Le nombre de systémes précipitants identifiés chez les sujets présentant des mani-
festations hépatospléniques apparait plus élevé que chez ceux uniquement porteurs
de formes vésicales ou intestinales. Ces observations outre I'intérét pratique qu’elles
présentent, méritent d'étre prises en considération dans I'appréciation de la nature
des relations hote-parasite au cours des schistosomes humaines et des réactions immuni-
taires que ces affections déterminent.

III. — L’étude de I'évolution des précipitines au cours des bilharzioses a été
entreprise chez 'animal expérimentalement infecté. 366 sérums prélevés chez I'animal
a des dates variées aprés I'infection ont été analysés.

Essentiellement effectuée chez le hamster, cette investigation a permis les
observations suivantes :

1° Dans la bilharziose expérimentale a S. mansoni (hamster), les anticorps pré-
cipitants anti-adulte ne sont décelés qu'a partir de la sixieme semaine qui suit I'infec-

tion. Le taux des précipitines rapidement croissant, conduit a I'identification de
dix-huit systtmes précipitants dans le sérum d’animaux infectés depuis vingt semaines.
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La localisation des fractions et I'’étude de I'ordre d’apparition des précipitines
correspondantes dans les divers lots d’animaux permet de confirmer I'intérét théorique
et pratique de la fraction 4 de I'antigéne S. mansoni adulte et de signaler la valeur
diagnostique d'une autre fraction antigénique déterminant I'apparition précoce de la
précipitine correspondante. L’analyse des résultats fournis par I'utilisation & des stades
divers de I'infection expérimentale des extraits antigéniques des stades larvaires et des
antigénes d’excrétion de S. mansoni démontre I'existence d’une fraction spécifiquement
cercarienne qui suscite I'apparition précoce d’une précipitine non objectivée par
I'extrait S. mansoni adulte. Treize fractions de I'extrait cercarien sont révélées par les
sérums de hamsters infectés depuis vingt-quatre semaines.

Les résultats obtenus avec I'antigéne ceuf confirment les travaux de Smithers
et permettent d’envisager I'importance du stimulus antigénique lié a I'ceuf et a sa pré-
sence dans les tissus. Les antigénes d’excrétion permettent de révéler jusqu'a dix sys-
témes précipitants.

L’intérét des anticorps spécifiques du stade évolutif est discuté.

2° Dans la bilharziose expérimentale a S. haematobium, I'étude de 65 hamsters
dont les sérums furent prélevés a des dates variées de I'infection cercarienne, a
conduit a T'identification de douze systémes précipitants avec I'antigéne S. mansoni,
treize, avec l'antigéne S. haematobium. La localisation des fractions et leur compa-
raison avec le diagramme fourni par S. mansoni, a permis d’identifier une fraction,
apparemment spécifique de S. haematobium et déterminant la production d’une

précipitine constante dans les infections chroniques.

3° L’analyse de I'antigéne S. japonicum par les sérums de trois lapins infectés
par ce schistosome, a révélé sept arcs de précipitation. Les faibles réactions croisées
obtenues avec S. mansoni confirment la parenté antigénique limitée de ces deux espéces.
Les anticorps spécifiques de I’espéce de schistosome en cause sont envisagés.

4° Une confrontation entre les résultats immunologiques et I’étude histopatholo-
gique des lésions hépatiques et spléniques chez le hamster renforce I’hypothése évoquée
chez I’'hnomme, d'une relation étroite entre la production d’anticorps et le gradient
clinique. La rate par I’hyperplasie histiolymphocytaire dont elle est I'objet, semble
étre un des éléments majeurs de cette relation.

Les conséquences pratiques que suggeére l’ensemble des investigations sont envi-
sagées tant en ce qui concerne I'utilisation préférentielle des divers antigénes de
schistosomes dans les tests immunologiques que les possibilités de diagnostic étiolo-
gique de splénomégalies tropicales.

L’accent est mis en conclusion sur la valeur des techniques d’immuno-diffusion
dans I'étude des antigénes de schistosomes et des précipitines dans les bilharzioses,
qui justifie des recherches ultérieures dont les voies générales sont suggérées.
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Summary

The present study is an overall synthesis of the acquired knowledge in the labo-
ratory of Parasitology at the University of Lille since 1962. It concerns immunodiffu-
sion (double diffusion and immunoelectrophoresis) of the antigens of the human species
of Schistosoma (S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum) and the precipitins in the
human as well as experimental schistosomiasis.

1) The comparative analysis of the antigenic structure of S. mansoni, S. haema-
tobium and S. japonicum made the two following assertions possible :

— The close antigenic relationship of S. mansoni and S. haematobium whose
respective antigenic mosaic seem to differ, if we except the quantitative variations of
certain fractions only by the existence of two qualitatively specific fractions localized
on the immunoelectrophoregram : 19 fractions out of the 21 identified with S. mansoni
are common to S. haematobium.

— The less close antigenic analogies existing between S. japonicum on one side
and S. mansoni or S. haematobium on the other side : 10 fractions have been localized
that are common.

This structural heterogeneity in a morphologically and biologically homogeneous
genus suggests the assumption that the antigenic mosaic of the schistosomes, and
of the worms in general may be linked to the different forms of their parasitical adap-
tation. The practical consequences of this structural disparity have been stressed.

2) The study by gel diffusion and immuno-electrophoresis of the precipitins for-
med in the development of human S. mansoni, S. haematobium and S. japonicum
schistosomiasis has been made by analysing the serum of more than 200 subjects
with antigenic extracts of S. mansoni, S. haematobium and S. japonicum.

This study permitted, after a global analysis of the serums of 170 subjects
affected by S. haematobium schistosomiasis :

1st - to demonstrate the possible existence in man of at least 9 precipitin systems
in S. mansoni schistosomiasis, 6 in S. haematobium schistosomiasis, 7 in that of §. japo-
nicum. The comparative analysis of the antigens of the three species of schistosoma
by the serum of patients and the study of their cross-reactions led to the identification
of apparently specific fractions of each of the three species.

2nd - the confrontation of the results given by the tests of immunodiffusion with
the clinical gradient of the disease confirms the existence of an inter-relation between
the rate of formation of the precipitins by the human body and the clinical stage of
schistosomiasis. This notion, initiated by Biguet and coll., on record eversince 1964,
has recently been further developed by Da Silva and Ferri, in Brazil.

The number of the identified precipitin systems in subjects showing hepatosplenic
manifestations seems to be more important than in those solely carriers of vesical or
intestinal forms. The practical interest of such observations should be further taken
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under consideration in the appreciation of the nature of host-parasite relationship in
human schistosomiasis and of the immunological reactions thus produced.

3) The study of the evolution of precipitins in the course of schistosomiasis has
been made on experimentally infected animals. 366 serums taken from animals at
different dates after the infection have been analysed.

Essentially made on hamsters, this investigation made the following remarks
possible :

Ist - In experimental S. mansoni schistosomiasis (hamster) the anti-adult precipitins
are localized after 6 weeks of infection only. The rate of precipitins increasing rapi-
dly leads to the identification of 18 precipitin systems in the serum of animals having
been infected for 24 weeks.

Localization of the fractions and the study of the order of traduction of corres-
ponding precipitins in the different groups of animals confirms the theoretical and
practical interest of fraction 4 of the adult antigen S. mansoni and shows the diagnostic
value of another antigenic fraction determining the precocius appearance of the corres-
ponding precipitin. Analysis of the results given by use, at different stages of the
experimental infection, of antigenic extracts of the larva-stage and excretion antigens
of §. mansoni demonstrates the existence of a specifically cercarial fraction provoking
precocious appearance of a non-objectivized precipitin by the adult S. mansoni extract.

The results obtained with egg-antigen confirm Smithers’ research-work and
permit to think in the possible importance of the antigenic stimulus linked to the egg
and its presence in the tissues. The excretion antigens permits to reveal as many as
10 precipitin systems.

The interest of the specific antibodies of the evolutionary stage is commented
upon.

2nd - In experimental S. haematobium schistosomiasis the study of 65 hamsters
whose serums were taken at various dates after the cercarial infection has led to the
identification of 12 precipitin systems with the antigen S. mansoni, 13 with the antigen
S. haematobium. The localization of fractions and their comparison with the diagram
given by S. mansoni permits to identify a fraction that is apparently specific of S. hae-
matobium and determines the production of a constant precipitin in the chronical
infections.

3rd - The analysis of the antigen S. japonicum by the serums of three rabbits
infected by this schistosome revealed 7 bands of precipitation. The weak cross-reac-
tions obtained with S. mansoni confirm the limited antigenic relations of these two
species. The species-specific antibodies in schistosomiasis are under consideration.

4th - Confrontation of the immunologic results and the histopathologic study of
hepatic and splenic lesions among the hamsters reinforces the assumption related to
man, which is one of apparently tight relationship between the production of antibodies
and the clinical gradient. The spleen affected by histolymphocytotic hyperplasia
seems to be one of the major elements of this relation.

The practical consequences suggested by the whole of these investigations are
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being developed for what concerns preferential use of the various schistosome-antigens
in the immunological tests as well as the possibilities of etiologic diagnosis of the tro-
pical splenomegaly.

To conclude with, the value of immunodiffusion techniques in the study of schis-
tosome-antigen and precipitins in schistosomiasis is stressed, thus justifying further
research whose general pattern is suggested above.
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