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Étude de quelques caractères des populations parasitaires 
dans les infections chroniques à P. berghei (Anka) 
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INTRODUCTIOS 

Un système espérimental superposable à l’infec- 
tion naturelle causée par P; falci@wn en zone endé- 
mique a été créé chez la souris blanche en utilisant 
l’espéce P. berglwi, souche Anka, qui possède une viru- 
lence semblable à celle de son homologue de la fièvre 
tierce maligne. Des inoculations répétées de parasites 
asesués, suivies d’un traitement radical administré 
des que la- parasitémie devenait patente ont pu pro- 

-‘. voquer chez des animaux l’apparition d’une immu- 
nite.de protection capable d’enrayer une poussée de 
parasitémie toujours mortelle chez les témoins non 
immunisés. 

La rémission obtenue chez les animaux immunisés 
a été suivie de fluctuations importantes de parasitkmie. 
Tout comme dans le cas d’infections à P. falcipanun, 
ces recrudescences successives s’estompent aprés 3 à 
6 mois, en l’absence de réinfection, et une guérison 
spontanée - apparente -s’ensuit. 

D’autres lignes chroniques de la même souche de 
P. brrghei ont étC produites en partant de rats adultes 
à parasitémie patente transitoire. Des anophèles nour- 
ris sur de tels animaux produisent des sopozoites 
capables d’induire des infections chroniques chez la 
souris, alors que l’injection de formes érythrocytaires 
asesuées provenant des mêmes rats produit à coup 
sûr chez la souris des infections aiguës mortelles. 

Ces modèles espérimentaux nousont donné l’occa- 
sion de vérifier quelques caractères des populations 
de recrudescence : virulence, gamétogénèse fonc- 
tionnelIe, constitution ‘antigénique. 

SÉOPESCE DES XANIPULATIONS 

1. Des populations de recrudescence ont été pro- 
duites chez des ‘souris OF1 (Oncin, France) imnmni- 
sées par cinq infections successives traitées, induites 

par inoculation d’une population’ clonée issue de la 
souche Anka de Plasmodium berghei et réinfectées 
ensuite par la population totale de la même souche. 

2. Chaque recrudescence a été isolée sur des sou- . 
ris neuves et la population parasitaire résultante a éte 
conservée cougelee après sacrifice des animaux le 
4e jour après l’inoculation. 

3. Des clones de ces populations de recrudescence 
ont été préparés par la technique des dilutions de 
Beale et Walliker et inoculés à des souris en vue de la 
préparation le 40 jour après l’inoculation de stabilats 
en quantité suffisante pour l’étude ultérieure du com- 
portement de ces clones. 

4., La titration de l’infectivité des populations 
,congelées a été faite par dilution des inoculums et 
observation de la parasitémie au 6e jour. 

RESULTATS ET DISCUSSIONS 

La garnétogenèse semble être conservée in.tacte 
au sein des populations de recrudescence provenant 
d’animaux immunisés. Les tentatives d’infection d’ano- 
phèles à partir de ces populations isolées sur animaux 
neufs ont toutes donné des résultats comparables 
quant aux numérations d’oocystes ou de sporozoïtes, 
à ceus’ obtenus chez des anophèles utilisés pour la 
transmission cyclique de la souche Anka originale. 
Les sporozoïtes ainsi obtenus possèdent une viabilité 
normale et les infections subséquentes sont mortelles 
pour la souris. -lu moins SO 00 des sporozoïtes récoltés 
par dissection des glandes salivaires. d’A?tojdeles ste- 
#elui, entre le 21e et le 38C jour après le repas san- 
guin, sont viables. La démonstration en a, été faite 
récemment par inoculation intraportale à des animaux 
réceptifs comme la souris CS7 Black. Le calcul du 
nombre total de schizontes exoérythrocytaires a per- 
mis d’estimer à environ 80 % le nombre des sporo- 
zoïtes ayant pu se développer dans le foie. 

, 
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Par contre, les gamétocytes mûris chez des ani- 
maux naturellement immuns comme le rat adulte OU 
chez des animaus possédant une immunité acquise 
semblent être porteurs d’un caractére génétique de 
virulence moindre : leur installation chez l’anophèle 
se fait normalement mais les sporozoites résultant% 
bien qu’infectants pour la souris, induisent chez plus 
de la moitié des animaux inoculés des parasitémies 
susceptibles d’être contrôlées par l’hote. 

Ce phénomène n’est pas lié à la pauvreté de l’ino- 
culum en sporozoites viables, puisque l’inoculation de 
nombres de plus en plus petits de sporozoites de la 
lignée normale de -1nka à la souris OF1 induit dans 
tous les cas, soit une infection aiguë mortelle, ou pas 
d’infection du tout. La perte de virulence observée 
est donc plutôt lige à une modification d’un caractère 
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 caractère modifié serait 
porté par les gamétocytes. 

Quant aux formes asexuées, aucune différence de 
virulence n’a pu être 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 à l’autre et 
que le niveau du pic parasitémique à chaque recrudes- 
cense est déterminé par l’efficacité de la protection 
immune vis-à-vis des antigénes constitutifs de la recru- 
descence en cause. Cette observation introduit la 
notion’de variation antigénique du parasite au cours 
de l’évolution de l’infection à allure chronique. 

, 

Briggs, Wellde et Sadun (1968) ont tenté une 
démonstration de la présence de rariants antigéniques 
de P. berghei en produisant une suppression transi- 
toire de la parasitemie par une séiothérapie homo- 
logue. Cette lyse parasitaire est suivie après un court 
délai d’une recrudescence beaucoup plus virulente, 
produite d’après ces auteurs par un variant insensible 
à l’action des anticorps. Nous avons essayé de mettre 
en évidence ces variations par des épreuves de pro- 
tection croisée (Kery et Timperman, 1979). 

Il est admis que, tant l’immunité stérile ou pro- ’ 
tection totale obtenue par injection d’antigènes tués 
que la prémunition ou protection relative resultant 
d’infections répétk reposent sur l’action des anti- 
corps sériques. Encore récemment Xurphy (19ï9) l’a 
démontré en étudiant le pouvoir protecteur transféré 
passivement par serothérapie. Cohen et Butcher (1970) 
et plus récemment Quinn et ses collaborateurs (1979) 
ont localisé l’action de ces anticorps .protecteurs : en 
se fisant sur les mérozoites ils empêcheraient leur 
pénétration à l’intt-rieur d’un nouveau globule rouge, 
freinant ainsi l’évclution de la parasitémie. 

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

Ce sont donc les antigènes localisés à la surface 
des mérozoites qui doivent correspondre à la spécifi- 
cité des anticorps sériques, et si la parasitémie s’éléve, 
malgré une immunité établie, c’est qu’un certain 
nombre de mérozoites possèdent des antigènes diffé- 
rents qui ne sont pas neutralisés par les anticorps pre- 
sents à ce moment-là 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 l’immunisation, plus grand sera le 
nombre de mérozoites neutralisés et pius lente sera la 
progression de la parasitémie. 

D’où la nécessité, pour des essais de protection 
croisée, de produire des populations clonées et de les 
stabiliser dans l’azote liquide. Ces stabilats permettent 
d’immuniser des animaux vis-a-vis d’un groupe res- 
treint de variants antigéniques spécrfiques d’une recru- 
descence. Chaque inoculum contient les mêmes anti- 
génes et la répétition du contact avec ces antigènes 
amène la fabrication d’anticorps homologues bien 
déterminés. Cependant, dès les premières schizogonies 
issues de la population stabilisée, l’organisme de l’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’apparaître. 

.Deus 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 à partir du même stabi- 
lat et interrompues dès le le jour par traitement à la 
chloroquine. La protection peut être évaluée par 
observation du niveau de parasitémie au 3e jour après 
chaque inoculation. Une ou deux semaines séparent 
deux inoculations successives et la protection devient 
visible a partir de la 3e infection. 

Quatorze jours après la dernière inoculation 
immunisante, les animaus reçoivent une inoculation 
d’epreuve constituée par les mêmes stabilats, la moi- 
tié des animaux de chaque lot recevant le stabilat 
homologue à l’immunisation, I’autre moitié recevant 
le stabilat hétérologue. Les parasitémies résultantes 
de l’inoculation d’épreuve chez les animaux protégés 
par la popufation homologue ou hétérologue sont com- 
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parées entre elles et à celles obtenues chez des animaux 
non immunisés ayant reçu le même inoculum. Le degré 
de protection immune entre groupes d’animaux est 
évalué par comparaison de la parasitémie du 3e au 
5e jour, de préférence au moment où les témoins non 
immunisés atteignent 1 o/. de parasitémie (fig. 1 et 2). 
Ce n’est en effet que les premiers jours après l’inocu- 
lation d’épreuve que l’on peut espérer deceler une dif- 
férence : passe ce délai, l’éventail de variants antigé- 
niques augmente avec le nombre de parasites en circu- 
lation et les ‘courbes de parasitémie s’uniformisent. 

FIG. 2. - Infection par Rec. 1, parasitémie ‘J. 4. 

: 

FIG. 2. - Infection par Rec. 3, parasitémie . . 6. 

Murphy (1979), par une sérothérapie homologue, 
parvient à produire un délai dans le développement 
de la parasitémie qui n’est observable que dans les 
tout premiers jours après l’inoculation. 

Dans, notre expérimentation, les animaux témoins 
succombent entre le 7e et le 15e jour, tandis que les 
animaux immunisés peuvent contrôler la premiére 
poussee de parasitémie provoquée par l’inoculation de 
populations virulentes homologues ou hétérologues. 
Les parasitémies sont régulièrement plus élevées entre 
le jour 3 et le jour 7 dans les infections d’epreuve hété- 
rologues que dans les infections homologues. Le niveau 
de 0,l yo de parasitémie au 7e jour après l’inoculation 
est atteint chez 8 animaux sur 20 dans ies systèmes 
homologues, et chez 17 animaux sur 20 dans les sys- 
tèmes hétérologues. 

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

Malgré ces différences individuelles, la protection 
conférée par une recrudescence est .plus importante- 
vis-à-vis de l’infection d’épreuve homologue que vis- 
a-vis de l’hétérologue, suggérant la conclusion que 
ces différences sont dues à l’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- 
kaitis à l‘aide de ces antigènes soIubIes. L’apparition 
progressive d’anticorps précipitants de la Premiere à 
la cinquième semaine chez les lapins a permis de faire 
apparaître 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 aucune précipitation vis-à-vis 
d’antigènes de globules rouges ou de sérums de rats 
(photo 1). 

Les constituants antigeniques retrouvés dans les 
préparations antigéniques des deux populations de 
recrudescence sont identiques, ce qui permet de con- 
clure que l’antigène variable n’ayant pas été mis en 
évidence n’est pas un antigène majeur, ou qu’il n’est 
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PHOTO. 1. - Xntisérum de lapin anti-recrudescence 2. 
Antigènes (de haut en bas) : sérum de rat .; recrudes- 

cence 1 (P. bergkei) ; recrudescence 3 (P. bergJtcz) ; globules 
rouges de rat. 

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 à partir de 
la population parasitaire totale. 

Dean et Cohen (1979) ont montré que, chez 
P. kbdesi, la mosaïque antigénique des formes 
asexuées érythrocytaires change au cours de la matu- 
ration de trophozoïtes en schiiontes. Onze consti- 
tuants importants sont mis en évidence par des anti- 
corps précipitants de sérum de singes infectés. Certains 
antigènes sont plus abondants au niveau du stade 
méroxoite. 

D’autre part, la seule réaction k vitro qui jusqu’à 
présent a permis, dans les mains de certains auteurs, 
de démontrer l’existence de variants antigéniques 
chez les plasmodiums de singes est l’agglutination 
ci’érythrocvtes infectés par des schizontes. Or cette 
réaction fait intervenir des antigènes de plasmodium 
exprimés à la surface des globules rouges. L’isolement 
et la purification de quatre de ces antigènes a été réus- 
sie par Ichmidt-I%ich et ses collaborateurs (1979) : 
ce sont des gIycoprot&ines. Ces-antigènes dc la surface 

du globule rouge doivent cependant correspondre à 
des constituants des plasmodiums eux-mêmes et il est 
probable que la séparation des diffkrents stades para- 
sitaires et l’extraction de leurs antigènes solubles dans 
l’eau ou dans des détergents amènera la mise en évi- 
dence de l’antigène variable. De même, l’hyperimmu- 
nisation de lapins avec des mélanges antigéniques 
mieux définis augmentera le nombre de constituants 
mis en évidence. 
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