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INTRODUCTION

Un systéme expérimental superposable & l'infec-
tion naturelle causée par P. falciparum en zone endé-
mique a été créé chez la souris blanche en utilisant
Pespéce P. berghet, souche Anka, qui posséde une viru-
lence semblable A celle de son homologue de la figvre
tierce maligne. Des inoculations répétées de parasites
asexués, suivies d'un traitement radical administré
dés que la- parasitémie devenait patente ont pu pro-

- voquer chez des animaux l'apparition d’une immu-
- nité de protection capable d’enrayer une poussée de
para~1tem1e toujours mortelle chez les témoins non
immunisés.

La rémission obtenue chez les animaux immunisés
a été suivie de fluctuations importantes de parasitémie.
Tout comme dans le cas d'infections & P. falciparnm,
ces recrudescences successives s'estompent aprés 3 4
6 mois, en 'absence de réinfection, et une guérison
spontanée — apparente ~—-s’ensuit. |

D’autres lignés chroniques de la méme souche de
D. berghei ont été produites en partant de rats adultes
4 parasitémie patente transitoire. Des anophéles nour-
ris sur de tels animaux produisent des sopozoites
capables d'induire des infections chroniques chez la
souris, alors que l'injection de formes érvthrocytaires
asexuées provenant des mémes rats produit 4 coup
siir chez la souris des infections aigués mortelles.

Ces modéles expérimentaux nous-ont donné I'occa-
sion de vérifier quelques caractéres des populations
de recrudescence : virulence, gamétogénése fonc-
tionnelle, constitution antigénique.

’

SEQUENCE DES MANIPULATIONS

1. Des populations de recrudescence ont été pro- -

duites chez des souris OF1 (Oncin, France) immuni-
sées par cing infections successives traitées, induites
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par inoculation d’une population clonée issue de la
souche Anka de Plasmodium berghei et réinfectées
ensuite par la population totale de la méme souche.

2. Chaque recrudescence a été isolée sur des sou-
ris neuves et la population parasitaire résultante a été
conservée congelée aprés sacrifice des animaux le
4e jour aprés l'inoculation.

3. Des clones de ces populations de recrudescence
ont été préparés par la technique des dilutions de
Beale et Walliker et inoculés & des souris en vue de la
préparation le 4e jour aprés I'inoculation de stabilats
en quantité suffisante pour 1’étude ultérieure du com-
pobrtement de ces clones.

4., La titration de linfectivité des populations

_congelees a été faite par dilution des inoculums et

observation de la parasitémie au 6 jour.

RESULTATS ET DISCUSSION

La gamétogénése semble étre conservée intacte
au sein des populations de recriudescence provenant
d’animaux immunisés. Les tentatives d’infection d’ano-
pheles 4 partir de ces populations isolées sur animaux
neufs ont toutes donné des résultats comparables
quant aux numérations d'oocystes ou de sporozoites,
4 ceuX obtenus chez des anophéles utilisés pour la
transmission cyclique de la souche Anka originale.
Les sporozoites ainsi obtenus possédent une viabilité
normale et les infections subséquentes sont mortelles
pour la souris. Au moins 80 °, des sporozoites récoltés
par dissection des glandes salivaires d’Anopheles ste-
j)/zeusi entre le 21¢ et le 282 jour aprés le repas san-
guin, sont viables. La démonstration en a été faite
récemment par inoculation intraportale & des animaux
réceptifs comme la souris C57 Black. Le calcul du .
nombre total de schizontes exoérythrocytaires a per-
mis d’estimer & environ 80 %, le nombre des sporo-
zoites ayant pu se développer dans le foie.
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Par contre, les gamétocytes miris chez des ani-
maux naturellement immuns comme le rat adulte ou
chez des animaux possédant une immunité acquise
semblent étre porteurs d'un caractére génétique de
virulence moindre : leur installation chez I'anophéle
se fait normalement mais les sporozoites résultants,
bien quinfectants pour la souris, induisent chez plus
de la moitié des animaux inoculés des parasitémies
susceptibles d’étre contrélées par I'hote.

Ce phénoméne n’est pas lié 4 la pauvreté de 'ino-
culum en sporozoites viables, puisque I'inoculation de
nombres de plus en plus petits de sporozoites de la
lignée normale de Anka a la souris OF1 induit dans
tous les cas, soit une infection aigué mortelle, ou pas
d’infection du tout. La perte de virulence observée
est donc plutdt lide 4 une modification d'un caractére
génétique de la souche. On sait en effet que la viru-
lence peut se modifier au cours de manipulations de

laboratoire. Dans ce cas-ci, le caractére modifié serait

porté par les gamétocytes.
Quant aux formes asexuées, aucune différence de
virulence n'a pu étre mise en évidence entre les diffé-

rentes recrudescences successives, quel que soit le

niveau de parasitémie atteint au cours de la recru-
descence. On peut en déduire que la virulence du
parasite ne varie pas d’une recrudescence 4 l'autre et
que le nivean du pic parasitémique & chaque recrudes-
cense est déterminé par l'efficacité de la protection
immune vis-a-vis des antigénes constitutifs de la recru-
descence en cause. Cette observation introduit la
notion de variation antigénique du parasite au cours
de I'évolution de l'infection & allure chromnique.

Briggs, Wellde et Sadun (1968) ont tenté une
démonstration de la présence de variants antigéniques
de P. berghei en produisant une suppression transi-
toire de la parasitémie par une sérothérapie homo-
logue. Cette lyse parasitaire est suivie aprés un court
délai d'une recrudescence beaucoup plus virulente,
produite d’aprés ces auteurs par un variant insensible
a I'action des anticorps. Nous avons essayé de mettre
en évidence ces variations par des épreuves de pro-
tection croisée (\Wéry et Timperman, 1979).

Il est admis que, tant l'immunité stérile ou pro-

tection totale obtenue par injection d’antigénes tués
que la prémunition ou protection relative résultant
d'infections répétées reposent sur l'action des anti-
corps sériques. Encore récemment Murphy (1979) I'a
démontré en étudiant le pouvoir protecteur transiéré
passivement par sérothérapie. Cohen et Butcher (1970)
et plus récemment Quinn et ses collaborateurs (1979)
ont localisé I'action de ces anticorps .protecteurs : en
se fixant sur les mérozoites ils empécheraient leur
pénétration i I'intérieur d’'un nouveau globule rouge,
freinant ainsi I'évelution de la parasitémie.

SYMPOSIUM LAVERAN : PALUDISME

- Enfin, Freeman et ses collaborateurs (1980)
démontrent, par une épreuve de neutralisation in vivo
4 l'aide d’anticorps monoclonaux chez des animaux
infectés par P. yoelii, que les anticorps dirigés contre
les mérozoites sont les seuls protecteurs.

Ce sont donc les antigénes localisés 3 la surface
des mérozoites- qui doivent correspondre i la spécifi-
cité des anticorps sériques, et si la parasitémie s’éléve,
malgré une immunité établie, c’est qu'un certain
nombre de mérozoites possédent des antigénes diffé-
rents qui ne sont pas neutralisés par les anticorps pré-
sents 4 ce moment-la dans le sérum. Ceci suppose la
présence, au sein d’'une population parasitaire, d’un
éventail de variants antigéniques exposés en surface
du stade mérozoite. Plus cet éventail sera étroit, et
homologue de limmunisation, plus grand sera le
nombre de mérozoites neutralisés et plus lente sera la
progression de la parasitémie.

D’ou la nécessité, pour des essais de protection
croisée, de produire des populations clonées et de les’
stabiliser dans I'azote liquide. Ces stabilats permettent
d'immuniser des animaux vis-a-vis d'un groupe res-
treint de variants antigéniques spécifiques d’une recru-
descence. Chaque inoculum contient les mémes anti-
génes et la répétition du contact avec ces antigénes
améne la fabrication d’anticorps homiologues bien
déterminés. Cepéndant, dés les premiéres schizogonies
issues de la population stabilisée, I'organisme de 'hote
est mis en contact avec des mélanges antigéniques
complexes, et lors du traitement par la chloroquine
la lyse des parasites intraglobulaires aménera inévita-
blement une réponse anticorpale diversifiée. On peut
simplement espérer, en interrompant la parasitémie
le 4e jour, que des variants antigéniques nouveaux,
différents de ceux qui se trouvaient dans la popu-
lation stabilisée n'ont pas eu l'occasion d’apparaitre.

Deux stabilats de recrudescences différentes (Rec 1
et Rec 3) sont utilisés pour immuniser deux lots de
souris. La procédure d’immunisation consiste en
quatre infections successives & partir du méme stabi-
lat et interrompues dés le 1€ jour par traitement 4 la
chloroquine. La protection peut étre évaluée par

. observation du niveau de parasitémie au 3¢ jour aprés

chaque inoculation. Une ou deux semaines séparent
deux inoculations successives et la protection devient
visible 4 partir de la 3¢ infection.

Quatorze jours aprés la derniére inoculation
immunisante, les animaux regoivent une inoculation
d’épreuve constituée par les mémes stabilats, la moi-
tié des animaux de chaque lot recevant le stabilat
homologue & l'immunisation, I'autre moitié recevant
le stabilat hétérologue. Les parasitémies résultantes
de Yinoculation d’épreuve chez les animaux protégés
par la population homologue ou hétérologue sont com-
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parées entre elles et & celles obtenues chez des animaux
non immunisés avant recu le méme inoculum. Le degré
de protection immune entre groupes d’animaux est
évalué par comparaison de la parasitémie du 3¢ au
7¢ jour, de préférence au momient ot les témoins non
immunisés atteignent 1 9, de parasitémie (fig. 1 et 2).
Ce n’est en effet que les premiers jours aprés I'inocu-
lation d’épreuve que I'on peut espérer déceler une dif-
férence : passé ce délai, I'éventail de variants antigé-
niques augmente avec le nombre de parasites en circu-
lation et les courbes de parasxtemle s’uniformisent.
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Murphy (1979), par une sérothérapie homologne,
parvient & produire un délai dans le développement
de la parasitémie qui n'est observable que dans les
tout premiers jours aprés l'inoculation.

Dans notre expérimentation, les animaux témoins
succombent entre le 7¢ et le 15¢ jour, tandis que les
animaux immunisés peuvent controler la premiére
poussée de parasitémie provoquée par l'inoculation de-
populations virulentes homologues ou hétérologues.
Les par351tem1es sont réguliérement plus élevées entre
le jour 3 et le jour 7 dans les infections d’épreuve hété-
rologues que dans les infections homologues Le niveau
de 0,1 %, de para51ténue au 7€ jour aprés l'inoculation
est atteint chez 8 animaux sur 20 dans les systémes
homologues, et chez 17 animaux sur 20 dans les sys-
témes hétérologues.

L'utilisation des valeurs moyennes de parasitémie
par groupe A titre de comparaison est impossible du
fait de la variation individuelle dans le degré de pro-
tection immune au sein d’'un méme groupe. 5 %, envi-
ron des animaux se comportent en effet comme les
témoins non immunisés. Heumann et ses collabora-
teurs (1979) ont pu montrer que efficacité de la pro-
tection imrune sérique est un facteur héréditaire qui
qui peut étre sélectionné genétxquement Ces auteurs
ont pu produire des lignées de souris 4 haute ou 3 basse
réponse anticorpale.

Malgré ces différences individuelles, la protection
conférée par une recrudescence est plus importante:
vis-3-vis de l'infection d'épreuve homologue que vis-
a-vis de I'hétérologue, suggérant la conclusion que
ces différences sont dues 4 I'existence de variants anti-
géniques distincts dans les deux populations Rec 1
et Rec 3. .

La mise en évidence de ces variants antigéniques
a été tentée par analyse immunoélectrophorétique, en
utilisant des extraits antigéniques hydrosolubles totaux
des deux populations parasitaires et des immunssé-
rums de lapins immunisés par la technique de Vaitu-
Kkaitis 4 l'aide de ces antigénes solubles. L’apparition .
progressive d’anticorps précipitants de la premiére &
la cinquiéme semaine chez les lapins a permis de faire
apparaitre au maximum 5 constituants antigéniques
de plasmodium dans chacune des deux préparations
d’antigéne soluble. Les arcs de précipitation repré-
sentent bien des constituants parasitaires, les sérums
de lapins ne causant aucunc précipitation vis-a-vis
d’antigénes de globules rouges ou de sérums de rats
(photo 1).

Les constituants antigéniques retrouvés dans les
préparations antigéniques des deux populations de
recrudescence sont identiques, ce qui permet de con-
clure que l'antigéne variable n ayant pas été mis en
évidence n’est pas un antigéne majeur, ou qu'il n’est
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pas hydrosoluble, ou qu'il ne s'exprime qu’au niveau
du stade mérozoite, et il serait donc présent en trop
petites quantités dans la solution préparée 4 partir de
la population parasitaire totale.

Dean et Cohen (1979) ont montré que, chez
P. knowlesi, la mosaique antigénique des formes
asexuées érvthrocytaires change au cours de la matu-
ration de trophozoites en schizontes. Onze consti-
tuants importants sont mis en évidence par des anti-
corps précipitants de sérum de singes infectés. Certains
antigénes sont plus abondants au niveau du stade
mérozoite.

D’autre part, la seule réaction s vifro qui jusqu’a
présent a permis, dans les mains de certains auteurs,
de démontrer l'existence de variants antigéniques
chez les plasmodiums de singes est l'agglutination
d'érvthrocytes infectés par des schizontes. Or cette
réaction fait intervenir des antigénes de plasmodium
exprimés a la surface des globules rouges. L'isolement
et la purification de quatre de ces antigénes a été réus-

sie par Schmidt-Ullrich et ses collaborateurs (1979) :

ce sont des glycoprotéines. Ces"antigénes de la surface
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du globule rouge doivent cependant correspondre a
des constituants des plasmodiums eux-mémes et il est
probable que la séparation des difiérents stades para-
sitaires et I'extraction de leurs antigénes solubles dans
Peau ou dans des détergents ameénera la mise en évi-
dence de I'antigéne variable. De méme, I'hyperimmu-
nisation de lapins avec des mélanges antigéniques
mieux définis augmentera le nombre de constituants
mis en évidence.
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