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INTRODUCTION 1

1. INTRODUCTION

1.1. Présentation du parasite

Les tiques, principalement les 1xodides, sont des ectoparasites importants de ’homms
et des animaux, Certaines espéces sont directement responsables de pertes
économiques substantielles dans le domaine de la production de viande, de cuir ou
de laine (Steelman, 1976): soit en raison d’infestations massives, comme dans le cas
de Boophilus microplus en Australie (Springell, 1983), soit & cause de substances
toxiques, généralement paralysantes, contenues dane leur salive (Gothe et al., 1979),
# I'exemple d'Ixodes rubicundus en Afrique du Sud (Stamps, 1959; Spickett et Heyne,
1688). Cependant, 1a majorité des tiques d'importance économique gu médicale le sont
pour leur rile dans la transmission de maladies. Les Ixodides sont ¢classés au premier
rang des vecteurs d’agents pathog2nes pour le bétail, et se trouvent en seconda
position derriére les moustiques, en ce qui concerne 1a transmission de parasites &
Thomme (Balashov, 1972;‘ Bram, 1975).

Ixodes ricinus est la tique la plus répandue en Suisse et en Europe septentrionale.
Elle colonise les milieux abritéa & hygrométrie élevée (foréts, bosguets, haies) jusqu'a
une altitude de 1200m (Aeschlimann, 1972). Elle parasite aussi bien lea Reptilea et
les Qiseaux que de nombreux Mammiféres, dout "THomme. Cette tique sert de vecteur
4 de nombreux pathogénes affectant les animaux domestiques: Coxielle burnetii,
Babesia divergens, ou encore Ehrlichia phagocytophila, agents respectifs de la fiévre
Q (Brassard et Aeschlimann, 1976), des piroplasmoses bovines en Suisse
(Aeschlimann 2t al., 1975), et de la fidvre de pature (Liz et Pfister, 1989; Liz et a!.,
1991). Elle transmet également des microorganismes responsables de maladies
humaines comme le virus de l'encéphalite a tiques (FSME; Aeschlimann et al., 1979),
ou Borrelia burgdorferi, agent de la borrélicse de Lyme (Burgdorfer et al., 1983).

1.2. Les hites développent une résistance contre les tiques

Le contact répété entre une tigue et un animal aboutit trés souvent & Papparition
d’une résistance de I'hite dirigée contre la tigue. Le premier rapport d'un tel
phénoméne date de 1918, par Johnston et Bancroft, et concerns les bovins.

La résistance peut étre le résultat d'une action mécanique de I'hdte aur les tiques: si
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T'on prévient le grattage chez des bovina infestés par B.microplus, le nombre de tiques
gorgées sur ces animaux augmente considérablement (Bennett, 1969). Le grattage,
moyen de défense utilisé également contre d’autres ectoparasites (Murray, 1987),
n'est cependant pas le composant principal de la résistance. Trager (1939), dans une
étude sur des cobayves infestéa par Dermacentor variabilis, met en évidence son
caractére avant tout immunoclogique. La réponse immune (mode et intensité) peut
varier considérablement auivant I'hdte et I'eapdce de tiques étudiés (Ribeiro, 1989).
Des phénoménes de réaistance ont aurtout été décrits chez dea animaux demestiques
(chiens, bovins, ovins), ou de labaratoire (cobayes et lapins principalement), Les affets
sur les tiques sont divers. Ils peuvent ge limiter & un simple rejet de P'ectoparasite,
A l'exemple dea larves de B.microplus infestant des bovins de la race Bos taurus
(Roberts, 1968). Cependant, dans la plupart des ces, ils provoquent de graves
perturbations du cycle de vie des tiques: prolongation du temps de gorgement,
diminution du poids d'engoergement, perturbations de la mue et de la ponte,
diminution de la viahilité des oeufs, mort de la tique sur I'hdte. Le aujet a fait 'objet
de multiples publicationa et de nambreuses revues (Willadsen, 1980; Wikel, 1982s,
1984; Wikel et Allen, 1982: Wikel et Whelen, 1986; Brown, 1985, 1988¢; Allen, 1988,
1989; Brossard et al., 1991)..

1.3. La peau de I'héte, organe-cible dea tiques

Les tiques, en tant gu'ectoparasites, ne sont en contact direct avec leur hite que
sporadiguement au moment du repas sanguin, et par Punique intermédiaire de leurs
pitces buccalea. Lea relationa tiques/hite (besoins nutritionnels du parasite/défense
de Théte) se déroulent au niveau de la peau,

La pean des Mammiféres est un organe-complexe compasé de troia couches de tissus
auperpoaéea (Wheater et Burkitt, 1988): .

a) L’éplderme

C'est un épithélium pavimenteux stratifié kératinisé, dont la cellule de base est
le kératinocyte. Il constitue la premiére barriére du corpa face & P'environnement. I1
est formé de plusieurs sous-couches définies d'aprés la degré da kératiniaation des
cellules. Le kératinocyte n'est pas une cellule inerte du point de vue immunologique
(Kupper, 1990}). 11 synthétise de nombreuces cytokines (interleukine(IL}*1, IL-6 et
plusieurs "colony stimulating factors” (CSF)). Par sa production d'IL-1, I'[L-6 et de
GM-CSF (granulocyte macraphage-CSF), il semble seconder les cellules da
Langerhana dans’ leur fonction de présentation d'antigénes au niveau local en
optimalizant leur environnement. Dans des conditiona pathologiques, il peut lui-
méme exprimer des antigénes d’hiatccompatibilité de classe IT et pourrait fonctionner
comme cellule présentatrice d’antigénes (CPA).
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Les cellutes de Langerhans, situées dans le stratum spinosum (couche moyenne), sont
dérivées des cellules mésenchymatenses de la moelle ossense, et participent &
Tinitiation de la réponse immunitaire. Ce sont avant teut des CPA. Elles expriment
a leur surface des protéines du complexe d’histocompatibilité de claase IT, et peuvent
sécréter de I'TL-1. Elles ont la capacité de quitter I'épiderme, et, vis la circulation
lymphatique, d’aller présenter 'antigéne qu'elles auront métabolisé aux lymphocytes
T helper (CD4") situés dans les ganglions lymphatiques (Unanue, 1992),

Dans le stratum basale (couche profonde) se situent les mélanocytes, participant a
la protection du corps contre le rayonnement ultraviolei.

b) Le derme

C'est un tissu conjonctif fibroélastique dense non orienté, principalement compasé
de fibres {collagéine et élastine) noyées dans une substance fondamentale
(glycosaminoglycanes), le tout formant la matrice extracellulaire. II contient pen de
cellules résidentes.
Les fibroblastes sont responsables de la synthase de la matrice extracellulaire. Ila
peuvent intervenir dans des processus immunitaires, notamment lors de réactions
inflammataireg, par la sécrétion de cytokines (IL-8, transforming growth factor
(TGF)-8) ou de prostaglandines (PG). Ces substances peuvent agir en retour sur les
fibroblastes soit par Pinhibition (PG) seit par Pactivation (TGF-B, IL-1) de la synthése
de collagéne.
Le derme est un tissu richement vascularisé. Les cellules endathéliales des capillaires
constitnent une harridre entre le milien extra- et intravasculaire, Elles penvent
sécréter des cytokines (IL-1, 1L-6, IL-8, ete.) et jouent un rdle sctif dans les processus
d’extravasation des cellules immunitaires circulantes.
Les mastocytes, présents également dans d'antres tissus conjonctifs, g’accumutent aux
alentours des capillaires dermiques, dans des zones proches de Pépiderme
(Siraganian, 1992), N produisent et répondent & différentes cytokines. Par les
médiateurs contenus dans leurs granules (histamine, ete.), ils exercent un contrile
sur la perméabilité capillaire.
Le derme comprend encore des cellules dendritiques et des macrophages tissulaires
{histiocytes}, éléments de défense de 'organisme. D’antres cellules faisant partie du
systéme immunitaire sont présentes dans ce tissu, mais restent rares en conditions
normales: les neatrophiles et les lymphocytes T et B. Ces cellules infiltrent
masgivement le derme en cas d’agression externe.
Enfin, c’est dans le derme que se trouvent les nombreux récepteurs sensoriels que
possiéde la peau.

¢} L’hypoderme

C’est un tisen conjonctif fibroélastique liche, en continuité avec le derme. En plus
des cellules mentionnées ci-dessus, il comprend un grand nombre d'adipocytes
gservant au stockage d’énergie (graisses), an maintient de 'homéothermie (isolant),
et A la protection cantre les chocs.
Les annexes épidermiques (glandes sudoripares et sébacées, poils, ongles) sont
insérées dans le derme et Vhypoderme.
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1.4, La pigilire des tiques provoque une inflammation locale de 13 pesu de
Yhite

Les piqires de tiques provoquent une infiltration de cellules inflammstoires et
immunitaires dane les tissus cutanés entourant le rostre des ectoparasites. L'étude
séquentielle des événements cellulairea se déroulant sux sites de fixation des tiques
pendant leur repas sur des hdtes indemnes au seneibilisés donne de précieux
renseignements sur les modalités de la réponse anti-tiques.

Le rostre des femelles d'Lricinus (hypostome et chélicéres) péndtre profondément
dang le derme deg hites, allant jusqu'a percer le cartilage sous-jacent d’une oreille
de lapin (Brossard et Fivaz, 1982). D¢s le premier jour d'nne primo- ou d'une
réinfestation, des mastacytes proches du site de fixation dégranulent. Ils sout plus
nombreux A dégranuler en réinfestation, alore que leur nombre total dans ls l1ésion
ne varie pes (Brossard et Fivaz, 1982). Abdul-Amir et Gray (1987) et Mbow e al.
{1993a) obtiennent des résultats similaires chez des moutons et das sourig infestés
par ILricinus (adultes et nymphes respectivement), de méme que Gill et Walker
(1985) et Gill (1986), pour des laping et des bovins infestés par des sdultes de
Hyalomma anatolicum aenatolicum. La participation des mastocytes a ls résistance
anti-tiques semble dépendre du modale étudié. Des souris BALB/c infestées 3
plusieurs reprises par des larves de D.wariabilis deviennent résistantes dés Is
_ troisidme infestation (DenHollander et Allen, 1985g). Des biopsies prélevées sux sites
de fixation révdlent Ia présence messive de mastocytes et d’éosinaphiles, dont un
grand nombre sont dégranulés. Par contre, ces mémes souris ne développent pss de
protection contre des uympbes de ILricinus (Mbow et al, 1993s). Des souris
déficientee en mastocytes (WBB6F/J-W/W), infastées par des larves de
Haemaphysalis longicornis, ne deviennent pas résistantes (Matsuda et ei., 1985;
1990). Par contre, cee mémes souris le sont contre des larves de D.variabilis
{DenHollander et Allen, 1985b; Steeves et Allen, 1991). L'immunité acquise dans ce
cas semble associée 4 13 présence et & I'sctivité de basophiles (Steeves et Allen, 1990).
Méme si Vintervention des mastocytes dans les phénoménes de résistance n'est pas
vraiment prouvée, ces cellules participent certainement aux réactions inflarnmatoires
générées par ls. piqire des tiques. En primoinfestation, ces cellules peuvent
dégranuler soue Peffet d'une agression physique due au rostre, ou biochimique due
4 des eatérases salivaires (Gegzy et al., 1971; Gill et al., 1986; Willadsen et ni., 1987),
ou & des anaphylatoxines comme le C5a, libérées gous I'sction de 1a salive des tiques
(Berenberget af., 1972). En réinfestation, la dégranulstion des mastocytes dépendrait
plutdt de 1s présence d’anticorps IgE spécifiques d’antigines ectoparasitaires.

Il existe plusieurs sous-populstions de mastocytes, différenciables d'aprés leur
apparence microscopique, leur localisation dans Porganisme et les médisteurs qu'ils
produisent (Siraganian, 1992). La majorité des cellules se trouvant dans le derme
sont des mastocytes des tissue conjouctifs (par oppesition sux mastocytes muqueux).
Ils lib2rent des médisteurs tels que 'histamine, qui sugmente la permésbilité
vasculaire et qui est chimiotactique pour les éosinophiles; I'héparine, & I'sction



(Z66T "I 1o asydnag '#BET 10 12 6ajAR(] sadv ()
snbruopryaeie opde | op spALp(q 1] aundig

A T EXL Z49d-09%-9
) A A
*m%_ (*VX1) *V ANVXOEWOUHL Zand © %pd ®a0d (*19d) ENTTOADVLSOUd
‘a1t i % + \_, % : \_,
A |
N b5 H *r0d -
\

(*viD "V ENARLLOMNAT
A
_ asuUpiodi-g esrupIAx00pLo

INBINOJIHOVYY IAIDV
A

asedijoydsoyd _

(*ond) o ANIONVIOVESOUd

SHAIdIIOHdSOHd



INTRODUCTION 5

anticoagulante; un "eosinophil chemotactic factor of anaphylaxis" (ECF-A); ainsi que
diverses protéasea et des produits du métabolisme de Facide arachidonique {figure
1}, dontla PGD,, un puissant vasodilatateur et bronchoconstricteur (VanArsdel, 1992;
Siraganian, 1992). Les mastocytes produisent Egalement des cytokines, dontle tumor
necrosis factor (TNF)-a (Gordon et al., 1990). Contrairement aux autres cellules
sécrétrices de TNF-o, lea mastocytes sont les seuls A stecker la cytokine préformée
dans des granules. Activés, ils sont capables de la libérer trés rapidement dang le
miliez (Gordon et Galli, 1990). Le TNF-¢ des mastocytes semble &tre responsable
d’une augmentation de la migration des nentrophiles vers les aites inflammatoires
(Zhang et al., 1992), par un effet chimiotactique direct (Rampart ¢ al., 1989}, ou en
augmentant l'expression des molécules d'adhésion membranaire spécifiques (Vassalli,
1992) et la synth#se d'TL-8 par les cellules endothéliales (Rot, 1992).

Das le début de linfestation chez les espéces d’hotes habituellement étudifes, de
nombreux leucocytes infiltrent le derme entourant les pigdces buccales de 1z tique.
Chez les lapins infestés par I ricinus, les sites de fixation gsont envahis par des
neutrophiles d2s le premier jour d'une primo- ou d'une réinfestation (Brossard et
Fivaz, 1982). Au troisiéme jour du repas sanguin, une cavité est observée sous les
pi2ces buccales des tiques. Cette lésion, trop importante pour étre due uniquement
& une activité cytolytique de 1a salive, serait le résuliat de la réaction inflamnmatoire
développée par 'hite. En libérant leurs enzymes hydrolytiques, les neutrophiles sont
reaponsables de la formation de telles cavités chez des chiens infestés par
Rhipicephalus senguineus (Tatchell et Moorhouse, 1970). Les neutrophiles sont le
composant majeur de linfiltrat cellulaire, en primo- et en réinfestation, ce qui est
égalemant vrai dans de nombreux autres modeles: lapins infestéa par Amblyomma
variegatum, Rhipicephalus appendiculatus (Walker et Fletcher, 1986; Latif et al.,
1990} ou H.o.onatolicum (Gill et Walker, 1985); moutons parasités par Lricinus
(Abdul-Amir et Gray, 1987); bovins par B.microplus (Tatchell et Moorhouse, 1968) ou
par H.a.anatolicum (Gill, 1986); souris infestées par Ornithodaros talaje (Need et al.,
1992).

L'arrivée massive, précoce et non-spécifique des neutrophiles suppose la libération,
aux sites de fixation dea tiques, de facteurs chimiotactiques pour ces cellules; C5a
généré par 1a salive des tiques (Berenberg et al., 1972, Gordon et Allen, 1991a), TNF-
o produit par les mastocytes, les macrophages ou les kératinacytes (Vassalli, 1992),
ou IL-8 libérée par les cellules endothéliales, les fibrohlastes ou leg kératinocytes
(Zachariae et Matsushima, 1992). Lesneutrophiles en place produisent également des
médiagteurs facilitant leur infiltration (Lloyd et Oppenheim, 1992); TNF-¢,
leukotrizne (LT)B, (chimiotactique puissant pour les neutrophiles). En réinfestation,
Iactivation du systéme complément et Ia libération de Cha pourrait provenir de la
formation, au niveau de la lésion, de complexes antigénes-anticorps. Une étuds par
immunofluorescence indirecte met en évidence la présence d'antigénes salivaires,
danticorps spécifiques et de complément autour des sites de fixation de larves de
Dermacentor andersoni sur des coabayes (Allen ef a,, 1979a).
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C’est en réinfestation qne les basophiles envahissent généralement les sites de
fixation des tiques. Chez les cobayes, la résistance 4 diverses espdces comme
D.andersoni (Allen, 1973) ou Ixodes holocyclus (Brown et al., 1984s) est étroitement
liée a linfiltration massive des basophilea. L'immunité contre Ambiyomma
americenum est d’nilleurs fortement diminuée si Pon traite les cobayes avec un sérum
anti-basophiles (Brown et al., 1382). Des bovins infestés par A.americanum (Brown
et al., 1984b) ou Lholocyclus (Allen et al., 1977) présentent le méme type de répanse.
Ces animaux développent de fortes réactions d’hypersensibilité retardée A basophiles
{Jones-Mots) en réponse & l'injection d’antigénes de tiqgues. Comme dans le cas d'une
hypersensibilité retardée de type tuberculinique, ces réactions sont initides par des
lymphocytes T qui reconnaissent spécifiquement les antigénes injectés (Benjamini et
Leskowitz, 1991). Des IgG (Brown et Askenase, 1983), ou d’autres composants
sériques (IgE, complément) semblent également participer su phénoméns, Dans
d’antres modéles, bovins infestés par H.a.enatolicum {(Gill, 1986), moutons par
ILricinus (Abdul-Amir et Gray, 1987), ou lapins par H.a.anatoliculum (Gill et al.,
1985) ou Lricinus (Brossard et Fivaz, 1982), le nombre de basophiles infiltrants
g'accroit considérablement en réinfestation. Ils ne constituent tontefois 2u maximum
que le dixidme des cellules présentes, la majorité étant composée de neutrophiles et
de cellules mononuclénires. Néanmoing, les basophiles semblent également participer
gux phénoménes de résistance dans ces modbles: su cours de réinfestations avec
Iricinus, le nombre de basophiles dégranulés autour des sites de fixation dans la
peau des lapins sngmente progressivement (Brossard et Fivaz, 1982). De plus, le
nombre de basaphiles circulants sensibilisés et dégranulant au contact d'un extrait
de glandes salivaires de femelles partiellement gorgées s'accroit & chaque nouvelle
infestation (Brossard et al., 1982).

Les basophiles, comme les mastocytes, libérent de 'histamine qui perturbe la biologie
des tiques. Chez des bovins infestés par B.microplus, les larves se détachent
prématurément de leur héte quand cette amine est injectde juste sous leur rostre
(Kemp et Bourne, 1380). Les auteurs obtiennent le méme résultat avec des tiques
nourries artificiellement sur membrane. Par contre, d’autres substances sugmentant
la perméabilité vasculaire telles qus bradykinine, PGE, on dapamine, n'ont que pen
d'effets. Willadsen et al. (1979) soulignent Pimportance de l'histamins dang les
mécanigmes de défense contre les tiques. Ils associent sa concentration dans la peau
de bovins et I'intensité des réactions d’hypersensibilité immédiate, avec le degré ds
résistance contre B.microplus. L'inoculation 4 des cobayes d'antagonistes des
récepteurs histaminiques H, et H, inhibe expression de la réaistance contre des
larves de D.andersoni (Wikel, 1982k). '

Les laping infestés par [Iricinus développent entre antres des résctions
d’hypersensibilité immédiste (Girardin et Brossard, 1985). Un traitement de ces
animsux en réinfestation avec de la mépyramine, un antihistaminique bloquant les
récepteurs H, (Pearce, 1992), abnisse leur résistance (Brassard, 1982). La diminution
de la permésbilité vasculaire causée par 1a drogue freinerait 'exsndation ds facteurs
humoraux (anticorps spécifiques ou complément) et linfiltration des cellules
inflammatoires et immunitaires dans les sites de fixation.
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L'higtamine exerce unie action directe sur la physiologie des ectoparasites. Les
processus de nutrition et de aalivation, mesurés par électrophysialogie chez
D.andersoni, sont gravement perturbéa par ce médiateur (Paine et al., 1983).
L’higtamine peut aussi agir indirectement contre les tiques par les démangeaisons
gu'elle provoque dana la peau de I'hbte, entrainant le grattage (Koudstaal et al,,
1978).

Attirés par I'histamine, 'ECF-A produit par les mastocytes, le C5a ou dea complexea
antigénes-anticorps, lea éosinophiles aont aunasi prégents dans lea aitea de fixation dea
tiques. Leur nombre ¢roit en réinfestation, laiesant supposer un réle actif de ces
cellules dans 'immunité anti-tiques (Brossard et Fivaz, 1982; Brown ef al,, 1984b;
Gill et Walker, 1985; Walker et Fletcher, 1986; Abdul-Amir et Gray, 1987). Chez des
bovins infestés par B.microplus (Schleger et al., 1978} ou des lapina par
R.appendiculatus (Fivaz, 1990), lea réactions dhypersenaibilité retardée sont
caractérisées par une éosinaphilie cutanée plutdt que par une basophilie. Brown et
al. (1982), aprag traitement de cobayes avec dea sérums spécifiques anti-basophiles
et anti-éosinophiles, présentent Pimmunité acquise contre A americanum comme le
résultat d'une coopération entre cea deux types de lencocytes. Les éasinophiles
produisent différentes aubstances ponvant perturber le repas sanguin des tiques,
comme la protéine basique majeure, toxique pour un grand nombre de
microorganismes dont les Schistosomes (Roitt et al., 1985), différentes enzymes
lytiguea, et des métabolitea toxiques de Foxygéne. Ila séerétent aussi des dérivés
lipidiques pharmacologiquement actifs comme les LTC, et LTD,, lea PGE, et PGE,
(cootrdle de la perméabilité vasculaire), et le platelet activating factor (PAF,
chimiotactique et activateur pour de nombreuses cellules inflammatoires)
(Silberstein, 1992). Leur réle reste cependant mal défiui, car ils produisent aussi une
histaminase, ¢ce qui pourrait diminuer l'intensité des réactions d’hypersensibilité
immédiate développées par les hites (Brossard et Fivaz, 1982; Roitt et al., 1985).

1.5. La piqlre dea tiques Indnit chez I'hiite une réponse immunologique
apécifique

La préasence de nombreux lymphocytes et macrophages dans le derme entourant le
rogire dea tiquea, ainsi que plugieurs phénoménes immunologiquea décrits juaqu’a
présent, font aupposer Pétablissement d'une réponse spécifique da I'hite contre les
tiques, complétant les défensea non-spécifiques.

L'immunité & médiation humorale eat une dea composantea de cette réponsa
spécifigne. Trager (1939), le premier chercheur & démontrer la nature immunologiqua
da la réaistance anti-tiques, trangféra 4 des cobayea indemnes une protection partielle
contre D.variabilis en leur injectant du sérum d’animaux résistants. L’'importance dea
anticorps dana 'acquiaition de la réaistance eat confirmée par Wikel et Allen (1976h)
par un traitement de cobayea avec du cyclophosphamide, un immunosuppresseur
cytoatatique. Lorsque la subatance est administrée aux hites avant une réinfestation
avec D.andersoni, I'expresgion de la résistance est partiellement inhibée. La
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concentrstion de cyclophosphamide utilisée dans cette expérience épuise presque
complétement les zanes & cellules B des ganglions lymphatiques {follicules
lymphoides et centres germinatifs & la jonction cortico-médullaire) alors que l2s zanes
a cellules T (zone paracorticale) sont nettement moins affectées.

Grace i deux injections d'immunsérum, des )spins indemnss scquidrent une
résistance partielle contre Iricinus (Brossard, 1977). Le poids d'engorgement des
tiques nourries sur les lapins traités est diminué d'environ 25%. En plus de ls
nutrition, 1s ponte est également perturbée (Brossard et Girardin, 1979): seul 55%
des tiques pondent, contre 94% pour celles nourries sur les animaux témoins. Le
tranafert d'immunsérum & des animaux indemnes a été répété dans d’autres modeles,
bovins infestés par B.microplus (Roberts et Kerr, 1976), cobayes par A.americanum
(Brown et Askenase, 1981) on R.sanguineus (Brown et al., 1983}, avec comme résultat
une protection partielle des animaux traités. I1 sxiste cependant das exceptions,
cobayes infestés par D.andersoni, lapins par R.appendiculatus, sl linjection
d'immunsérum n'induit pas un développement de résistance chez les animaux
receveurs (Wikel et Allen, 1976a; Fivaz, 1990).

Plusieurs études montrent que les anticorps avalés avec le sang de I'héte conservent
leurs propriétés immunoclogiques dans lintestin, puis dans 'hémocoels des tiques.
Chez des femelles adultes de I'espéce D.andersoni nourries pendant cing jours sur des
lapins ou des rats, ou artificiellemsnt avec du sérum humain ou de lapin, les
anticorps ingérés traversent la paroi intestinale de la tique et paraissent intacta dans
Thémolymphe {(Ackerman &t al., 1981). Des hémolysines retrouvées dans
I'hémolymphe de femelles d'l.ricinus spr2s gorgement sur des lapins immunisés
contre des globules rouges de mouton, conservent leur activité lytique (Brossard at
Rais, 1984). Dans ceita expérience, la concentration d'IgG dans 'hémslympbe des
tiques dépend du titre d'anticorps du sang de I'héte. Elle est plus élevéa lors da
réinfestations, alors que les lapins ont développé une résistance. D'autre part, 30 &
44% des IgG présentes dans le sérum de lapins immunisés avec de l'ovalbumine sont
retrouvées intactes dans I'hémolymphe de Hyalomma excevatum et R.sanguineus
aprds vingt-quatre heures de repas sanguin (Ben-Yakir, 1989). Les anticorps
pourraient aingi interférer directement avec le métabolisme de 1a tique, en s fixant
aux organes internes de I'hémocoele.

Dans lss sites de fixation des tiques, les anticorps peuvent se complexer aux
antigdnes contre lesquels ils ont été produita ot activer le systdms complément par
1a voie classique. Des cellules inflammatoires {(neutrophiles, macrophages, basophiles,
éosinaphiles) seraient ainsi attirées localement (Gallin, 1989). La voie alterne
d’activation participe également 4 I'immunité anti-tiques. Des cobayes traités avec
dn facteur de venin de Cobra, un inhibiteur de cette voie, présentent uns moing
bonne résistance contre des larves de D.andersoni (Wikel et Allen, 1977}, alors que
des animaux déficients en C4 développent une réponse normals (Wikel, 1979). La
concentration de C3 mesurée dans le sérum de lapins infestés par I ricinus augmente
pendant le repas sanguin (Papatheadorou et Brossard, 1987). Elle est aussi plus
élevée lors de réinfestations, ce qui influence 1a contenu en C3 de l'intestin des tiques
nourries sur ces animaux. [Yaprds ces auteurs, le complément, activé par des



INTRODUCTION 9

complexes antigénes-anticorps, pourrait perturber la physiologie de la digestion de
T'hémeoglobine en endommageant I'épithélium intestinal des ectoparasites.

Limmunité 4 médiation cellulaire est V'autre composante spécifique de la résistance.
Par transfert de cellulea de ganglions lymphatiques de cobayes résistants 3 des larves
de D.andersoni, Wikel et Allen (1976a) cbtiennent la protection partielle des animaux -
receveurs. Les résultats sont similaires avec des cellules d’exsudats péritonéaux de
cobayesinfestéa par R.sanguineus (Brown et Aekenase, 1981}, A.omericanum (Brown,
1982), Lholocyclus ou R.appendiculatus (Askenase et al, 1982). L’hypothése d'une
contribution de I'immunité & médiation cellulaire aux phénoménes de résistance est
renforcée par la présence, dans de unombreux maodiles, de fortea réactions
d’hypersensibilité retardée de type tuberculinique (HRT), De telles réactions sont
conatatées chez des cobayes sensibilisés par D.endersoni, aprés une injection
intradermique d'un extrait de glandes salivaires (Wikel ef al., 1978). Les lymphocytes
des animaux infestés répondent sussi A cet antigéne dans un test de transformation
lymphoblastique. Dea obaervations similnires in vive (test cutané) et in vitro
{transformation lymphoblastique) sont rapportées avec des bovins infestés par
D.andersoni (Wikel et Qaburn, 1982) ou B.microplus (Opdebeeck et Daly, 1990). Les
réactions d’'HRT, mesuréea chez des lapins infestés par I ricinus aprés une injection
intradermique de 50 pg d'extrait de glandes salivaires, sont beaucoup plus fortes lors
de réinfestations (Girardin et Broasard, 1985). Un traitement des hotes avec de la
cyclasporine A, un immunosuppresseur agissant spécifiquement sur les lymphaocytes
T (Thomson et el., 1988), provoque une diminution des réactions d’HRT (Girardin et
Brosaard, 1989), et une atténuation des effets de la résistance aur la biclogie des
tiques (Girardin et Broasard, 1990). Dea lapins traités avec un sérum spécifique anti-
thymocytes ne développent pas d'immunité contre Rhipicephalus evertsi evertsi (Njauy,
1989). La réponse en anticorps et les réactions 'HRT, mesurées chez ces animaug,
sont beaucoup plus baases que chez lea témains.

Le rile des cellules T dans I'immunité anti-tiquea est encore mal connu. Il commence
A Btre étudié au niveau local grice A des anticorps spécifiques permettant de
reconnaitre des spua-populations de cellules, et les cytokinea qu'elles produisent.
Parmi les cellules infiltrant les sites de fixatian de nymphes de l'espce I.ricinus sur
des souria BALB/c, une quantité croissante de cellules T CD4* est ocbservée, alors que
le nombre de T CD8* reste constant (Mbow ef al., 1993b). L’expression dea antigénes
d’histocompatibilité de clasae II sur lee cellulea mononuclénireainfilirantea augmente
en réinfestation.

Les cellules de Langerhans pourraient capter les antigdnes salivaires injectés dans
Pépiderme des cobayes infestéa par des larves de D.endersoni (Allen ef al., 1979b),
Dans ce modele, ces cellules seraient responsablee de la présentation des antigénea
aux lymphocytea apécifiques (Nithiuthai et Allen, 1985). Ellea seraient indispensables
A Yacquisition et & 'expression d'une imrmunité anti-tiquea (Nithiuthai et Allen,
1984),
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1.6. Les tiques peuvent prévenir les défenses de I'hite

Les Ixodides ont besoin de sang 2 chaque étape de leur cycle de vie. A la difficulté de
trouver un hite adéquat s’ajoutent plusieurs problémes liés & la durée de leur repas
sanguin (Ribeiro, 1987a}): goit 1a recherche d’un endroit favarable sur ’héte pour se
fixer & l'sbri du grattage;, puis les phénoménes de coagulation rendant iout
prélevement de sang impossible; I'inflammation de la peau due & l'agression
mécanique du rostre et chimique de la salive. Enfin, les tiques doivent faire face a
la réponse immunologique de leur héte.

La salive des tiques est un composé protéique complexe les aidant & résoudre bon
nombre de ces problémes, mais elle constitue également la source principale
dimmunogénes. Pour toutes ces raisons, la salive a fait I'objet de nombreuses
recherches (Binnington et Kemp, 1980). Des études biochimiques y ont mis en
évidence un arsenal d’enzymes: estérases (Gegzy et al., 1971; Willadsen et al., 1987),
hydrolases, lipsses, aminopeptidases chez B.microplus (Schleger et Lincoln, 1976);
estérases chez D.andersoni (Gordon et Allen, 1987); phosphatases sacides,
aminopeptidases et estérases non spécifiques chez H.a.anctolicum (Gill et el., 1986;
Gill et Walker, 1988).

La salive de B.microplus contient un inhibiteur d’enzymes protéolytiques {trypsine,
chymaotrypsine et plasmine) inactivant le complément et le systéme de coagulation
du sang (Willadsen et Riding, 1979, 1980). Les propriétés anticoagulantes de 1a salive
ont été démantrées chez d'antres espaces. Ainsi, un extrait de glandes salivaires de
D.andersoni inhibe les systémes intrinséqua et extrinségue de la coagulation (igure
2} dans du sang de lapin (Gordon et Allen, 1991b). L'activité est maximala lorsque
les glandes proviennent de tiques pesant an moins 250mg, et serait dirigée
principalement contre les factenrs V et VII. Elle n'affecterait pas les facteurs IT ou
X Limo et al. (1991) isclent de 1a salive da R.appendiculatus une protéina de 65 kDa
inhibant I'étape de coagulation contrilée par le facteur Xa. Les sécrétions salivaires
de I.ricinus contiennent un inhibiteur de la thrombine, caractérisé et appelé ixine par
Hoffmann et al. {1991). D'autres espéces encore, citées dans la revue de Binnington
et Kemp (1980), montrent des aptitudes semblables.

La salive des tiques contient des vasodilatateurs permettant d’'augmenter le flux
sanguin dans 1a zone de nutrition. La PGE, a été décrite chez B.microplus (Dicldnson
et al., 1976; Higgs et al., 1976), Ldammini (Ribeiro e al., 1985) et A.americanum
(Ribeiro et al., 1992). Ldammini produit un autre vasodilatateur, la prostacycline
{PGI;) (Ribeiro et al., 1988), qui est sussi un inhibiteur de la coagulation sanguine
(Machin, 1992). Chez R.sanguineus, les extraita de glandes salivaires montrent plutat
des propriétés tendant 4 limiter la permésbilité vasculaire, puisqu'ils possédent une
activité antihistaminique (Chinery et Ayitey-Smith, 1977). La présence d'un tel
principe dans la salive des tiques est surtout importante pour son réle
antiinflammatoire, servant & contrebalancer les effets allergéniques d'autres
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composés. Des allergénes ont d’ailleurs 6t8 isoléa chez B.microplus (Willadsen et al.,
1978) et Lholocyclus (Gaudi et al., 1988).

La salive la plns étudiée et la mieux connue eat sans nul doute celle de L.dammini.
Ribeiro et al. (1985) ont mis en évidence ses propriéiés antihémostatiques,
antiinflammatoires et immunosuppressivea.

L’activité antihémoestatique est due a I'actien conjuguée dune apyrase, de la PGE; et
de la PGI,. Elle se caractérise par une inhibition de la voie intrinséque de la cascade
de coagulation avant ’activation du facteur X (prévenant la formation de thrombine),
et par un blocage de 'agrégation des plaquettes sanguinea.

L’apyrase, en convertissani ATP en AMP, préviendrait les réactions inflammatoires
consommant de 'ATP, telles que la dégranulation des mastocytes, inhibée également
par la PGE, (Bach, 1982), et l'agrégation des neutrophiles. Les propriétés
antiinflammatoires de cette salive proviennent aussai de sa capacitd de détruire des
substances comme la bradykinine, qui augmente la perméabilité vasculaire et
provoque la douleur, et les anaphylatoxines C3a on C5a issues de l'activation dn
aystéme complément (Ribeiro et Spielman, 1986). Il convient de remarquer ici que la
salive d’anires espices de tiques serait plutit génératrice d'anaphylatoxines
(Berenberg et al., 1972; Gordon et Allen, 1991a).

La salive d'I.demmini contient une activité bloquant la voie alterne du complément
(Ribeiro, 1987b). Une molécule de 49 kDa est respousable de I'inhibition du clivage
du C3 en C3a et C3b et de la fixation du C3b sur une surface activatrice.

Lea propriétés immunosuppressives de la galive de I.dammini ont été démontrées
dans un test in vitro utilisant un hybridéme de cellules T (Ribeiro &t al., 1985).
L’activation et la prolifération dea cellulea sont inhibées par la anppression de la
production dTL-2. Dea réaultets similairea sont cbtenus in vitro avec la salive de
D.andersoni (Ramachandra et Wikel, 1992). Les auteurs observent aussi une
inhibition des ayntheéaes d'interféron (INF)-1 par Jes lymphocytes, et de TNF-¢ par
les macrophages. La PGE, est vraissemblablement a lorigine da ces effets
immunosuppresssurs (Ribeiro, 1987a). Ca dérivé du métabolisme de l'acide
arachidonique, également sécrété par des cellules de I’'héte se trouvant en péripbérie
des sites de fixation des tiques (macropbages, fibroblastes, neutrophiles, etc), est
reaponaable de multiples activitéa. La PGE, bloque la aéerétion d'IL-2 et d'INF-t par
lea lymphocytea (Walker ot zi., 1983; Phipps et al., 1991). Bien que aa synth2se puissa
étre induite par le TNF-g, elle inhibe la production de cette cytokine chez les
macrophages (Pettipher et Whittle, 1992) et les lymphocytes T (Ferreri e nl., 1992).
La PGE;, contréle I'infiltration dea cellulea T au niveau dea sitea de fixation des tiques
en inhibant 'adhésion des lymphocytes aux cellules endothéliales, premiére étape du
proceasus d'extravasation (To et Schrieber, 1990), ce qui pourrait perturber
indirectement le développement de la réponse immunitaire.

Les récentes recherchea démontrant I'existence, chez les souris et les humains, de
deux clones distincts de cellulea T helper (Thl et Th2) ont quelque peu atténué la
connotation exclusivement immunocauppreasive de la PGE,. Lea Thl synthétisent da
I'TL-2 et de V'INF-t, et sont & Vorigine de I'activation des macropbages et des réactions
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d’'HRT. Les Th2 sécritent plutst de I'IL-4, de I'IL-5 et de I'IL-10. Il induisent la
production d'IgG, et d'IgE par les lymphocytes B, et générent des phénomenes
d'éosinophilie et des réactions dhypersensibilité immédiate (Romagnani, 1992). La
PGE, inhibe uniquement la foniction dea Th1, favorisant ainsi la réponse immunitaire
dépendant des Th2 (Betz et Fox, 1991). Ces résultats aménent A considérer la PGE,
comme une substance immunarégulatrice (Phipps ef el., 1991). Mais ce nouvel aspect
de la fonction de la PGE, ne semble pas particulidrement favorable aux tiques.

Enfin, certaines tiques possédent un dernier atout pour faciliter leur repas sanguin,
l'immabilisation de leur hite par paralysie. La salive de nombreuses espéces contient
des toxines paralysantes leur permettant de se nourrir en évitant d'étre rejetées par
grattage (Gothe et al., 1979; Viljoen ¢ al., 1986).

1.7. Caractérisations d’antigénes

Comme nous l'avons mentionné dans le chapitre précédent, la salive est une source
trés impartante d’antigénes contre lesquels I'hate va diriger sa réponse immunitaire.
De nombreuses études visant A répertorier et & caractériser des antigénes salivaires
reconnus par les sérums d’animaux infestés cu vaccinés ant été effectuées (Brown st
Askenase, 1986; Gill ef al., 1986, Shapiro ef al., 1987; Brown, 1988a, 1988b; Jaworski
et al., 1990, Barriga et al., 1991, Janse van Vuuren ef al., 1992).

Dans le cadre d'expériences de vaccination, d’autres organes comme lintestin ont
aussi été examinds, et certains antigénes caractérisés (Willadsen et al., 1989; Wong
et Opdebeeck, 1389).

Récemment, une protéine antigénique de 25 kDa été mise en évidence dans le
tégument d'Lricinus (Rutti et Brossard, 1989). Les animaux ayant acquis une farts
résistance aprés des infestations répétées possédent aussi des taux d’'anticorpa élevés
contre cette protéine (Bavet, 1987). Par immuncblotting, de faibles quantités de
25kDa sont détectées dans un extrait total de nymphes gorgées, ainsi que dans la
glande salivaire et ’hémolymphe des adultes. Cette protéine est principalement
localisée dans le tégument, au nivean des cellules hypodermiques et dans la cuticule
de l'alloscutum (Haug et al., 1988, Rutti et al., 1988b). Dans la glande salivaire, elle
eat essentiellement située dans la partie cuticulaire des canaux salivaires des acini
de type II et 1II {Brossard et al., 1991). Les lapins produisent des anticorps contre
cette protéine (Bovet, 1987, Rutti et al., 1988a), qui semblent interverir dans
l'inhibition partielle de sa biosynthése et de sa dépositian dans le tégument (Rutti et
al., 1990; Rutti et al., 1992). Un développement altéré du tégument serait ainsi une
des causes de la diminution du volume sanguin prélevé par des tiques nourries sur
des lapins résistants.



INTRODUCTION 13

1.8. Les cytokines, un nouvel outil pour comprendre et muduler la réponse
Immunologique d'un hite face 4 un paragite

Lespremiers essaia de modulation de la réponse immunologique dang le moda[s tique
ont été effectuéds & l'mide de substances immunosuppressives plus ou moins
spécifiques d’'un compartiment du systéme immunitaire de I'héte. L'utilisation de
cyclesporine A (Girardin el Brossard, 1989; 1980), qui inhibe la production d’'IL-2 par
les lymphocytea T helper (Thomson et al., 1986), a mis en évidence 'importance de
la réponss cellwiaire dans le développement d’une immunité anti-tiques et le réle
potentiel de 'IL-2 en tant quiinitiateur de cetie réponsge. °

1.8.1. IL-2

L’TIL-2 humaine est une glycoprotéine d’enviren 15 kDa et de 133 acides aminés
(Rosenberg et al., 1984). Elle posséde 65 & T0% d’homologie avec I'IL-2 d’asutres
espdces de Mammiféres (souris, rat, bovin ou mouton), dont font partie les séquences
d’acides aminés impliquées dans 1a liajson avec le récepteur. Les cellules productrices
sont principalement les lymphocytes T activés (Delves et Roitt, 1992). Cette
lymphokine joue un réle central dans l'activation des lymphocytes T et B et des
macrophages. Elle est indispensable au déclenchement de 'expansion clonale rapide
des cellules aprés contsct avec un antigéne ou un mitogéne (Swarin, 1991), et
participe a leur différenciation et au développement de leurs fonctions effectrices. Elle
stimule P'activité des lymphocytes T cytotoxiques (Farrar ef al., 1981), des cellules NK
(natural killers) (Hefeneider et af., 1983) et peut générer des cellules LAK
(lymphokine activated killers) (Rosenberg, 1988). La réponse des NK a I'IL-2 se
traduit par une prolifération, une production d’INF-t, et uns activité cytolytique
amplifiée. Chez leg monocytes, la séerétion d'TL-1 (Delves et Roitt, 1992) et de TNF-c
sont déclenchées par la lymphokine {Economou et al., 1989, Remick et al., 1991); la
cytotoxicité, la phagocytose (Malkovski et al., 1987), minsi que I'expansion des
précurseurs cellulaires (Delves et Roitt, 1992) sont augmentées. Enfin, I'lL-2 accroit
les réactions d'HRT (Zaloom et al., 1991) et peut annwler l'effot suppresseur de la
cyclosporine A (Wang et al., 1982).

A cause de son action sur les cellules LAK et sur les lymphocytes cytotoxiques, 1'IL-2
8 été utilisée avec quelque guccds dans des thérapies contre le cancer (Rosenberg,
1988; Reea et Wiltrout, 1990), ou dans la lutte contre des infections microbiennes
intracellulnires comme la Iépre (Kaplan ef 2., 1989) ou les leishmanioses cutanées
(Akuffe ef al., 1990). Malheurensement, les traitementa avec des deses élevéea de
Iymphokine provequent souvent des effeta secondaires indésirables tels que viclentes
fiévres, nausées, hypotension, oedémes, problémes rénaux et dermatologiques rigus
(Dummer et al., 1991). Bon nombre de ces gymptémes sont dus A 'augmentation
systémique de la sécrétion de TNF-q, induite par I'IL-2. Les neutrophiles et le
complément sont également impliqués dans leg dommages cecasionnés asux cellules
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endothéliales et dans les problémes de perméabilité vasculnire et d’hypotension qui
ea résultent (Baars ef ol., 1992).

Des études récentes ont fait part de Pemploi de I'[L-2 en tant qu'sdjuvant dans des
expériences de vaccination, ouvrant ainsi de nouveaux débouchés dans F'utilizsatioa
clinique de cette lymphokine. Des essnis d'immunisation contre les virus de la rage
(Nunberg et al., 1989) ou de Therp2s (Hughes et al., 1991), contre les bactéries
Haemophilus pleuropneumoniae (Andersoa et al., 1987) et Pseudomonas aeruginosa
{Abraham et Shah, 1992), ou contre Trypanosoma cruzi (Choromanski et Kuhn, 1987)
montrent que ITL-2 amplifie la réponse immunitaire des animaux contre les
pathogénes. Cette protection est priacipalement corrélée ave une augmentation de
limmunité & médiation cellulnire des hotes, parfois accompagnée d'une stimulation
de la réponse humorale.

1.8.2. Le TNF-a, médiateur des réactions inflammatoires

Le TNF-t est une protéine de 154 & 157 acides aminés selon 'espéce (homme, souria,
lapin) et d'environ 17 kDa, issue d’'un précurseur comprenant 70 & 80 acides aminés
de plus. Il n'est pas glycosylé, & I'exceptiou du TNF-a de souris qui poss2de un site
de glycosylation o'intervenant pas dans P'activité brologique de la molécule. II existe
enviraa 80% dhomologie entre les TNF-a humain, murin et de lapin, ce qui se
traduit par une réactivité interspécifique élevée (Warren, 1990). Cette protéine
possdde également 20% d’homologie avec le TNF-8 ou lymphotoxine, qui se lie aux
mames récepteurs et induit des réponses biologiques similaires (Cerami et Beutler,
1988). L’hormane active est un trim2re ol les molécules de 17 kDa sont combinées
de fagoa noa-covaleate (Beutler et Cerami, 1989),

Le TNF-a a tout d’abord été connu pour soa aetion cytolytique in vitre sur différentes
lignées de cellules cancéreuses et sa capacité d’iuduire in vive dea nécroses
hémarragiques dans des tumeurs ds souris (Old, 1985). I s’est révélé plus tard étre
ideatique A la cachectine (Beutler et ol., 1985a), facteur & l'origine des phénomenes
de cachexie (fort amaigrissement résultant d'une diminution de Ia masse graigseuse
et musculaire, et d'une anarexie), et de chocs septiques (Cerami et Beutler, 1988). Le
TNF-a serait responsable de la plus grande part des effets eadatoxiques, souvent
léthaux, observés aux cours dinfections de bactéries Gram négatives: fidvres,
diarrbées, bémorragies intestinales, hypotension, oedémes pulmonaires,
dysfoactionnement des reins et coagulatioa iotravasculaire disséminée (Beutler et
Cerami, 1986; Tracey et al., 1986). Cette cytokine est la seule capable d'induire un
choc irréversibla aboutissant a la mort: 'effet 1éthal du LPS pendant une infection
A Eacherichia coli est inhihé si les souris soot traitées avec un sérum anti-TNF-u
(Bsutler et al., 1985b); le m2me résultat est observé chez des babouins (Tracey et al.,
1987). D’autres cytokines comme I'IL-1 (Okusawa et al., 1988a) et I'TNF-1 peuvent
accélérer le processus en agissant en synergis avec le TNF-¢ (Cerami, 1992).
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Des études récentes montrent que I'hormone, dans la plupart des cas, n'est pas
responsable directement des réponses biclogiques qu'elle génére, mais qu'elle induit
la production de plusieurs cytokines et autres médiateurs qui sont les véritables
effecteurs: I'TL-1, dont les effets sont souvent similairas A ceux du TNF-o; I'IL-6 (on
INF-82), qui stimule la synthése des protéines de phase aigu# dans le foie (Hirano
et al., 1990); I'IL-8, chimiotactique pour les neutrophiles (Warren, 1990}, la PGE,,
responsable de la pyrogénicité du TNF-a et de bien d'autres activités décrites
précédemment; et enfin le PAF, induisant la libération d’enzymes lysosomales et de -
dérivée toxiques de 'oxygéne par les neutraphiles, les osinophiles et les macrophages
(Gallin, 1989). Chez des lapins atteints de méningite & méningocoques, 'apparition
dans leur liquide cérébrospinal des pics de concentration de TNF-c, d'IL-1 et d'TL-6
eat décalée dans le temps, démontrant ainsi l'interconnection existant entre ces
cytokines (Waage ef ol., 1989).

Le TNF-u est souvent libéré en réponse & une invasion de microorganismes
pathogdnes (virus, bactéries, parasites), ou en présence de tumeurs.’

En ce qui concerne les parasitoses, le TNF-o a surtout été détecté dans les sérums
de patients atteints de leishmaniose (Leishmania donoveni) et de malaria (Scuderi
et al., 1986), Cefte cytokine est d'ailleurs reepongable de la pathclogie lide & 1a
malaria humaine, et surtout A ea forme cérébrale, souvent 16thalé (Clark, 1987). Kern
et al. (1989) montrent, chez des patients infectés par Plesmodium falciparum, que
les concentrations sériques de TNF-c et d'lL-6 sont corrélées avec la gravité des
dysfonctions organiques. La production de TNF- serait maximale an moment de la
rupture des schizontes, ce qui expliquerait sussi les poussédes da fidvrs observées 3
cette occasion (Kwiatkowski ef al., 1989). Dans les infections a B.burgdorferi, des
titres élevés de TNF-a sont mesurés dans le sérum et le liquide synovial de patients
séropositife (Defosse et Johnson, 1992). La concentration de cytokins présente dans
des cultures in vitro da macrophages humaina on da cellules péritonéales de souris
geraif dépendante de 1a dose de spirochétes ajoutée. ’

Le TNF-a n’a pas toujours un itmpact négatif sur un animal confronté a une invasion
de microorganismes pathogénes. Dans le cas de la leishmanicse cutanés (Leishmania
major), des eouris traitées avec un anti-TNF-a présentent une exacerbation da
'infection, caractériséa par des lésions plus étendnes at une parasitémis plus élevés
que chez deg gouris témoins (Titus et al., 1989). Una injection de TNF-a provoque,
par contre, une réduction significative des lésions. In vitre, cette cytokine active les
macrophages qui sont alors cepables da tuer les parasites (Liew et al., 1990).

Le réle protecteur du TNF-a a été démontré dans des infections & Toxoplasma gondii
(Chang et al., 1990}, ou Plasmodium chabaudi (Clark et al., 1987; Stevenson ef al.,
1990). Trypanosoma musculi (Kongshavn et Ghadirian, 1988) et T.cruzi (Black et al.,
1989) eont des exemples particuliers: la eytokine est toxiqua in vitro pour les
parasites, maig elle favorise l'infection et I'augmentation de la parasitémia in vivo.
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Le TNF-o intervient dans lea pathophysiologies associées aux réactions
inflammatoires. I1 agit sur un grand nombre de cellules inflammatoires et est lui-
méme sécrété par ce type de cellules. Les macrophsges et les monocytes en sont les
principaux producteurs, mais les mastocytes {Gordon et Galli, 1990), lea kératinocytes
{Kupper, 1990), les cellules de Langerhans (Larrick et al., 1989) et bien d’'autres
cellules encore (cellules musculaires lisses, cellulea de Paneth, ete) penvent aussi
synthétiser du TNF-¢t, Sa sécrétion ast régulée par des cytolnnes (IL-2, GM-CSF,
TNF-a) (Vassalli, 1992), des anaphylatoxines (C5a) (Okusawa et al., 1988b), ou par
des dérivés bactériens ou parasitaires. L'étendue de ses activités est trds large car
pratiquament toutes les cellules, A part les érythrocytes, possédent un récepteur pour
cette cytolane {(Cerami, 1992).

Source principale de TNF-q, les monocytes/macrophages en sont également la cible
majeure. La cytokine permet leur différenciation et leur activation. Ceux-ci répondent
par la libération de dérivés toxiques de l'oxygine et de I'azote. Le TNF-¢ est
chimiotactique in vitro pour les monocytes. Il induit chez les cellules endothéliales
lexpression in vive de molécules d’adhésion membranaire (ELAM-1, ICAM-1, et
VCAM-1) favorisant Pémigration locale de divers leucocytes, dont les
monocytes/macrophages et les neutrophiles (Vassalli, 1992).

Ces derniers counstituent d’ailleurs une autre cible importante du TNF-a, qui agirait
principalement sur leur activation et leur motilité. Les études A ce . sujet gsont
nombreuses et présentent des réaultats parfois contradictoires, d'aprés les conditions
in vitro ou in vivo des expériencea. L'incubation in vitro des nentrophiles avec la
cytokine résulte en une augmentation de leur migration en réponse A un facteur
chimiotactique comme le N-formyl-methionyl-lencyl-phénylalanine (FMLP) (Figari ef
al., 1987). Le TNF-x est aussi directement chimiotactique pour ces cellules comme
le montrent Newman et Wilkinson (1989) dans trois différenta tests in vitro,
confirmant ainsi les observations de Ming et al. (1987). Injectée intradermiquement
A des lapins, la cytokine semble provoquer le méme effet ir vive (Rampart ef al.,
1989). Le pouvoir attractant du TNF-o serait aussi indirect, induit par d’autres
facteure libérés en réponse A son activité. Dans la peau, la cytokine stimule chez les
kératinocytes, les fibrocytes, les macrophages et les cellules endothéliales, la
production d'TL-8, anciennement nommée "monocyte-derived neutrophil chemotactic
factor”™ (MDNCF), “neutrophil attractant/activation protein-1" (NAP-1), ou
"nentrophil-activating factor” (NAF) (Larsen ef al., 1990; Warren, 1990; Facciolietol.,
1990; Nickoloff et al., 1991). Pour d'autres auteurs par contre, le TNF-c a un effet
fortement inhibiteur sur la migration des neutrophiles face & un gradient
chimiotactiqua (Ferrante ef al., 1988; Kownatzki ef al., 1988). Sa fonction serait
d'immobiliser les cellulea au niveau des sites inflammatoires, empéchant leur
recirculation. La ¢ytokine stimulerait plutt le métabolisme respiratoire, l'adhérence,
la dégranulation et le phénomdne de phagocytose (Livingston et ol., 1989).

En plus de promouvoir I'expression des protéines membranaires nécessaires 4 la
migration des cellules circulantes en direction des sites inflammatoires, le TNF-o a
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d'autrea effets sur les cellules endathéliales. Il peut augmenter in vitro la
perméabilité vasculaire endathéliale, ce qui expliquerait les phénoménes
d’'oedémisation pendant les choes septiques (Royall et al., 1989). II bloque 'sctivité
anticoagulante de ces cellules et aurait lui-méme une fonction antifibrinalytique. 11
induit !a libération de facteurs hématopoiétiques nécessaires a la maturation de
diverses cellules phagacytaires: GM-CSF, G-CSF (granulocytes) et CSF-1
{macrophages).

Le TNF-z stimule 1a maturation des kératinocytes. I1 sugmente la prolifération des
fibroblastes et leur production de GM- et de G-CSF, d'IL-8, et de PGE, (Elias et al.,
1987). Il inhibe la synth®se de collagéne mais favorise celle de collagénase,
participant ainsi au remodelage des tissus de soutien lors d'inflammations
articulaires.

Enfin, cette cytokine a eucare un effet stimulateur sur V’activation et la fonction de
plusisurs sous-populations de lymphocytes (CD4*, CD8*, B, LAK} (Vassalli, 1992).

Ainsi, le rdle central que jouent I'1L-2 dans liuduction de la réponse immunitaire et
le TNF-a dans les réactions inflammatoires au nivean de la peau, mative leur
utiligation dang notre modele, dang le but de mieux comprendre les mécanismes qui
régissent les relations immunitaires existant entrs une tique et san hite.
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1.9. Buts du travail

 Ce travail a ét4 projeté sur la base des résultats de Girardin (1987) et de Girardin
et Brossard {(1989; 1990). Les buts recherchés sont les suivants:

A. Déterminer I'importance de la charge parasitaire sur le développement de la
résistance des lapihs contre les tiques, en les scumettant & des infestations
successives avec un nombre trés élevé, ou trés faible d’ectoparasites. Comparer le
nivean de résistance acquise chez ces animaux en examinant les perturbations
physiologiques occasionnées aux tiques. Carsctériser et comparer la réponse
humorale et cellulaire des hdtes, & V'aide de tests in vitro comme I'ELISA, les
transformations lymphoblastiques (immunité & médiation cellulaire) ou les
migrations de neutrophiles (inflammation). Des extraits antigéniques salivaires et
tégumentaires sont utilisés afin d'évaluer la production d'anticorps anti-tiques, ou la
réponsa de lymphocytes spécifiques circulants.

B. Moduler la réponse immunitaire des hites par des traitements avec des cytokines
(IL-2 et TNF-ct} présumées jouer un rile dans le modéle lapin/l.ricinus, toujours dans
le but d'une meilleure compréhension de I'immunité anti-tiques. Tenter de préciser
Yimportance de ces molécules dans le développement de la résistance.

Les résultats obtenus ont permis d’apporter des connaissances nouvelles sur leg
relations héte/ectoparasites. ‘
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2. MATERIEL ET METHDDES

2.1. Animaux

2.1.1, Tiques

Les tiques utiliaées pour les infestations et la préparation des sntighues sont dea
adultes de 'eapece Iricinus L. élevéea dans notre laboratoire selon la méthode décrite
par Graf (1978a).

2.12. Lapins

Des lapins mfiles de la race New Zealand (génotype Chbb) n'syant jamais été
préalablement en cantact avec des tiques sont choisia pour ces expériences. Les
animaux sont Agée d'environ dix semaines et paent entre deux et troig kilos. Ile sont
gardés dans I'animalerie de I'Tnstitut et fournis en eau et en nourriture ad libitum.

Dans ls souci de travailler avec des groupes expérimentaux équivalents,
Vemplacement des cages dans 'animalerie eat pris en compte lors de leur formation.
Le stress dd aux dérangements, le nombre de voisins de cage, 'intensité de lumiére,
ete, peuvent influencer 1'état général et le systéme immunitaire du lspin. Il nous
semble done important que chaque groupe comprenne des animsux de cages situées
A toutes les hauteurs et dans toutes les portions de I'animalerie.

4

2.2, Antigénes

Un extrait de glandes salivaires, un extrait de tégument enrichi en protéine de 25
kDa at la salive de I.ricinus ont été utilisés su cours de ce travail.

2.2.1. Extrait de glandes salivaires (EGS)
L'extrait da protéines solubles de glandes salivaires est préparé & partir de tiques

femelles partiellement gorgées pendant cing jours sur lapin, c'est-a-dire au moment
oi Jes glandes sont complétement développéea (Balashav, 1972).
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Les tiques sont disséquées 3 4°C dans un tampon phosphate salin pH 7.4 {PBS;
10mM NaH PO, 40mM KHPO,; 120mM NaCl) contenant les inhibiteurs de
protéases PMSF 1mM (phenyl-methyl-sulphonyl fluorid) et EDTA 1mM (ethylene
diamine tetrescetic acid). Les glandes salivaires sont prélevées et placées dans ls
méme tampon A raison de 100 glandes (50 tiques) pour un volume de 5ml. Elles sont
homogénéisées sur glace & l'aide d'un broyeur (Polytron, Kinematica) en position 9
pendant 90 secondes. L’homogénat est centrifugé A 27°000g (rotor 8534, Sorvall)
durant 20 minutes & 4°C. Le surnageant est dialysé pendant une nuit 4 4°C dans uns
membrane Spectrapor (6-8’000 cut off) toujours dans le méme tampon (2 x 21). Le
dialysat est ensuite centrifugé 20 minutes A 48'000g, puis concentré et diafiltré dans
du RPMI1 1640 (Gibeo), & T'aide d'une cellule Amicon munie d'une membrane
d'ultrafiltration Diaflo de PM 10 (Amicon).

Le contenu protéique de 'extrait est déterminé par la méthode de Lowry et al. (1951)
avec I'albumine sérique bovine (BSA) comme standard. L'EGS est finalement filtré
stérile (Acrodiscs 0.2um, Gelman Science) et conservé 4 -20°C en aliquots de 0.1ml
jusqu'a l'utilisation.

2.2.2, Extrait tégumentaire enrichi en une protéina de 25 kDa (ET) (Rutti et
Brossard, 1989)

Aprés le prélévement des glandes salivaires, le reste des organes internes (intestin,
ovaire, muscles, trachées etc.) est enlevé pour ne garder que le tégument qui est
homogénéisé et centrifugé comme déerit c-dessus pour 'EGS. Le surnageant est
ensuite traité au sulfate d'ammonium ((NH,),S0,). La fraction précipitée avec 50-80%
de sel ast conservés, resuspendue dang du PBS et dialysée une nuit 4 4°C (2 x 21
PBS) pour enlever I'excés de sel. La reste de la préparation est identique A celle de
TEGS.

‘2.2.3. Récolte de salive

La méthode de prélevement de salive a été reprise de Salamin (1988), elle-méme
inspirée de Tatchell (1967) et de Ribeiro et Spielman (1986).

Les tiques sont retirées duv lapin aprés cing A six jours de nutrition et conservées
dans das tubes en stmesphére humide jusqu'a leur utilisation. La salivation est
déclenchée en badigeonnant le dos des tiques avec 1 & 4pl (selon leur taille) d'une
solution de pilocarpine-HC! 5% (p/v) dans du méthanol. Aprés quelques minutes, les
tiques sont rincées avec de Iean distillée pour éviter 'apparition de nécroses sur la
tégument, elles sont ensuite fixées sur le dos 4 l'aide d'une bande adhésive au fond
d'une bofte da Petri, et maintenues en atmosphére humide. La salive est recueillie
pendant les deux heures qui suivent A I'aide de capillaires de 101l dont une extrémité
a &6 adaptée par étirement A la flamme au diamétre du rostre des tiques. Sitot
récoltée, la salive est immédiatement congelée & -20°C en aliquots.
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2.8. Effets da ls charge parasitalre sur I'acquigition de la résistance et la
réponse Immunitaire cellulaire ot humorale du lapin

2.3.1. Expérience préliminaire

Sept lepins sont soumis A ¢ing infestations successives, & des intervalles de vingt-cing
jours. Trois proupes expérimentaux sont définis: un groupe de trois lepins recevant
25 femelles et 25 méles (1nf-25), un groupe de deux laping avec 5 femelles et 5 méles
(Inf-6), et un troisidme groupe de deux lapins avec 15 femelles et 15 méles (Inf-15)
par infestation. Une prise de sang est effectuée jv',.mte avant chaque infestation (jours -
1, 25, 50, 75, 100 et 125) pour cantréler la réponse immunitaire humorale des lapins
face aux antigénes de tiques.

Les procédés d'infestation, d’examen de la blOlClg’le des tignes, de prise de sang et de
dosage des anticorps par EL1SA sont décrits dans les annaxes I, TIA et IVA.

2.3.2. Infestations en continn

Trois lapins supplémentaires sont infestés par 3 femelles et 3 mAles tous les six jours
pendant deux mois (Inf-cont), soit un total de dix infestations. Des prises de sang
sont effectuées aux jours -1, 20, 30, 40, 50 et 60 de I'expérience, pour la recherche
d'anticorps anti-tiques. La méthodalogie eat décf-ite dans les annexea I, TIA et IVA.

|
)

2.3.3. Modulation da la réponse cellulaire at humorale du lapin par deux
degrés dinfestation différents, at oonséquences sur le développement
de la résistance

Les groupes expérimentaux Inf-25 et Inf-5, définis dans lexpérience 2.3.1.,
comprenant sept lapins chacun, sont soumis A deux infestations successives séparées
par un intervalle de vingt-cing jours, Pour permettre une comparaison directe de la
résistance entre ces deux modeles, cing individus de chaque groupe subissent une
troisidme infestation evec 15 femelles et 15 miles. L’examen de la biologie des tiques
(annexe I) permet une évaluation ds le résistahce ecquise par les lapins.

Des prises de sang (annexe II), plus nnmbreuaes que lurs de Texpérience
préliminaire, sont faites aux jours -1, 5, 15, 25, 31 41, 51, 57 et 67; celles des jours
5, 31 st 51 étant effectuées pendant le repas sanguin des tiques.

En plus de I'examen comparatif de la réponse immunitaire humorale (par ELISA,
annexa IVA), un aspect de la réponse & méd.lahon cellulaire est examiné par le biais
de tests de transformation lympbaeblastique (a:nnexa IIIA). Pour ces tests, des
concentrations A'EGS et ET de 10pg/puits, ou de concanavaline A (ConA) de
0.5pg/puits, sont utliséea.
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2.4, Effets d’'un traitement & I'11-2 recombloante humaine sur I’'acquisition

de la régistance chez des laping infegtés, et sur lenr réponge cellulnire
et humeorale contre les tiques

2.4.1. Antigdae

Seul 'EGS est utilisé. Pour le test de transformation lymphaoblastique,
une concentration de Spg/puits donne des résultats comparables A ceux des
expériences précédentes (voir anssi figure 40).

24.2. IL-2

L'IL-2 recombinante humaiae provient de chez Bachem AG, lyophilisée en ampoules
de 10pg, coatenant chacune 2.23x10* unités. L'activité de la lymphokine a été
déterminée par un test sur cellules CTLL (Gillis et al., 1978). (N.B. Lors de la
seconde expérience, deux ampoules utilisées issues d'un lot différent ne contiennent
que 5210° unités). Les ampoules sont reconstituées juste avant emploi avec du PBS
(phosphate de sodium 10mM, pH 7.4; 150mM NaCl).

2.4.3. Premidre expérience

Cinq lapins snbissent des injections sous-cutanées d'IL-2 (groupe traité a I'IL-2: TIL-
2), d2s la fixation des tiques de premidre infestation. L'IL-2 est sdministrée toutes
les 12 heures, par doses de 4.5x10° unités dans 0.8ml de PBS (10 doses au total),
Parallélement, deux groupes de cing lapins contriles regoivent des injections sous-
cutanées de 0.8ml de PBS.

Les lapins TIL-2 et ceux du groupe contréle CDir (qui constitue le témoin direct) sont
infestés tout d’abord par 5 femelles et 5 miles, alors que les lapins du groupe
coatrdle CRés le soot par 26 couples de tiques (ces animaux formant le groupe témain
résistant). Au vingt-sixitme jour de 'expérience, les trois groupes de lapins sont
infestés une secoade fois par un nombre égal de tiques, 25 couples, pour permettre
une comparaison directe du degré de résistance des héotes. Le traitement avec 'TL-2
n'est pas répété.

Des prises de sang sount effectuées aux jours -1, 5, 12, 25, 32, 39 et 62 pour la mesure
des réponses cellulaire et humorale.

Le degré de résistance des animaux est évalué par 'examen de la biologie des tiques
aprés gorgement. Leur réponse cellulaire est- estimée par transformation
lymphoblastique {(annexes I, I et ITIA), En plus du dosage des IgG anti-EGS par
ELISA (annexa IVA), ia mesure de la réponse humorale des hites est complétée par
une titration des IgM totales dans un test d'immunodiffusion radiale (annexe IVB).
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244, Expérience complémentaire

Un lot de treize lapins est réparti dans les groupes expérimentaux préalablement
décrits: cing lapins dans TIL-2, cing dans CDir et trois dans CRés. Les animaux sont
infestés selon le protocole décrit plus haut (2.4.3.). Les lapins traités regoivent des
doses plus faibles de lymphokine (3.8x10° unités). En effet, deux ampoules d'TL-2,
provenant d’un lot dont Vactivité est cing fois inférieure & celle du lot précédent, ont
dii &tre utilisées (voir 2.4.2). Au vingt-sixidme jour de l'expérience, les lapins
subisasent un test cutané d’hypersensibilité aux antigines de tiques (annexe ITIC).
Les autres paramétres mesurés sent les mémes que précédemment.

2.5. Effets du TNF-a sur 'acquisition_de la résistance et sur lz réponse
Immunitaire deg lapins infestés

2.5.1. Antigdne

Seul 'EGS est utilisé dans les tests mesurant la réponse immunitaire des hétes.

2.5.2. TNF-c

La cytokine est du TNF-a recombinant humain (tableau 1), fourni en ampoules de
2ml (Genentech), contenant chacunes (.49mg de protéine/ml (sctivité spécifique: 52107
unités/mg). L'activité spécifique de I'hormone a &té déterminée dans un test de
cytotoxicité sur des cellules L-M (d’aprés Williamson et al., 1983). Les ampoules sont
conservées & 4°C, et diluées juste avant emploi dans du PBS (phosphate de sodium
10mM, pH 7.4; 140mM NaCl), ou du PBS complété de 0.1% de gélatine.

2.5.3. Vaccination contre le TNF-o.

Quatre lapins subissent chacun une injection intredermique de 10° unités de TNF-«,
diluées dans 250nl de PBS, le tout émulsionné dans 250pl d’adjuvant complet de
Freund (ACF, Difco). Trois lapius témoins ne regoivent que le tampon et 'ACF. Trois
rappels sont pratiqués A quinze jours d'intervalle avec les mémes doses de TNF-
o/PBS {ou de PBS aeul) mélangéea 4 de I'adjuvant incomplet de Freund (AIF, Difco).
Les titres d’anticorps anti-TNF-¢ sont contrilés par ELISA (annexe IVA) sept jours
aprés chaque rappel. Une semaine spros le troisidéme rappel, les lapins sont infestés
par 25 femelles et 25 miles. Un nouveau rappel est effectué vingt jours plus tard,
une semaine svant une seconde infestation svec 25 couples de tiques,

L’scquisition de la résistance chez les lapins vaccinés et cbez les témoins est évaluée
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par 'examea de Ia biologie des tiques (annexe I). La réponse cellulaire est testée par
transformation lymphoblastique (annexe IITA) lors des prises de saug faites aprés
le rappel 3 et les infestations 1 et 2. Un dosage des anticorps anti-EGS (ELISA,
annexe IVA) et du C3 sérique (immunodiffusion radiale, annexe YVB) compléte
I'étude, ‘

2.5.4. Traitement das lapins au TNF-o

Cing lapins sont traités svec du TNF-a aux jours -2, 0, 2, 4 et 6 d’'une premidre
infestation avec 20 couples de tiques. Les doses intraveineuses pour chaque animal
sont déterminées d'aprés Otsuka et al. (1990). La cytokine, 3x10° unités/injections,
est diluée dans 200ul de PBS-gélatine 0.1%. Deux lapins supplémentaires serveot de
témoins, et ne regoivent que le tampon de dilution. Au vingt-sixidms jour, chaque
animal (traité ou témoin) subit une seconde infestation avec 13 couples de tiques. Les
injections intraveineuses de TNF-a sont répétées pendant le repas sanguin, c'est-2-
dire sux jours 26, 28, 30, 34 et 36 avec des doses plus €levées: 3x20° unités’kg pour
chaque lapin (2.5 kg).

L’sequisition de la résistance par les lapins traités et les témoins est évaluée comme
précédemment. Des prises de sang sont pratiquées aux jours -2 (avant I'injection de
la cytokiue), 5, 12, 25 et 31 de l'expérience. Un dosage des anticorps anti-tiques (IgG
et IgM) et du C3 sérique est effectué. L'effet potentiel du traitement au TNF-a sur
la prolifération des lymphocytes (transformation lymphoblastique) et 1a migration des
aeutrophiles (test décrit dans 'annexe IIIB) est aussi vérifié,

2.8, Effets in vitro des antigénes de tiques sur les lymphocytes et les
neutrophiles da lapins indemaes ou senslbilisés par les tiques

2.6.1. Effat sur les lymphocytea

Des lymphocytes de lapias sout isolés et cultivés ea présence d’antigines de tiques
dans un test de transformatiou lymphoblastique (annexes 1IB et IITA). Dix lapins
indemnes et six sensibilisés sont testés. Ces derniers comprennent des animaux
- ayant eu un contsct avec les ectoparasites: soit une infegtation massive (eaviroa 40
femelles, 2 lapins), soit au moins deux infestations de 15 paires de tiques adultes (4
individus). '

L'effet des antigbnes de tiques sur les lympbocytes est mesuré avec des
conceatrations croissantes d'EGS, d'ET et de salive: 0.01, 0.1, 0.5, 1, 2, 4, 10,
20pg/puits pour 'EGS et I'ET ot 0.02, 0.1, 0.5, 1nl/puits pour la salive, Les
antigénes soot utilisés avec ou sans I'addition de conA (0.5pg/puits). Les résultats
obtenus pour les lapins indemnes ou sensibilisés sont finalement comparés.
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2.6.2. Effet sur les neutrophilea

Le pouvoir chimiotactique ou inhibiteur de différentes concentrations d’antigénes de
tiques (EGS, ET et salive) est mesuré dans un test de migration des neutrophiles
(Falk et al. 1980). L'iaclation des neutrophiles et le test de migration sont décrita
dans les annexes IIB et IIIB.

Des neutrophiles de cing lapina indemnea et de quatre sensibilisés (voir-chap. 2.6.1.),
sont utilisés pour ces tests. Deg concentrations croissantes I’EGS (0.01, 0.05, 0.1, 0.2,
1, 2 et Spg/puits), SET (0.01, 0.1, 0.5, 2, 5 et 10pg/puits) ou de salive (0.2 et
1pl/puits) sont incubées soit dans le compartiment inférieur de la chambre de
mipration, soit directement avec les celluies.

2.7. Effets du aérum de lapins sensibilisés aux tlques sur la prolifération do

lvmphoceytes de lapins indemnes ou sensibilisés

La préparation du sérum, l'isolation des lympbocytes et le test de transformation
lymphoblastique sont décrits dans les annexes II et 1TIA. Les sérums proviennent
des expériences “charge parasitaire” et "IL-2" (voir sous 2.3. et 2.4.1.). Une
coacentration optimale da 20% dans du RPM] complet sans FCS (tablean B, annexes)
est utilisée. Elle a été établie lors de tests préliminaires. Lea cultures sont réalisées
avec oy sans l'addition de conA (0.5pg/puits), avec les cellules d'un lapin indemne,
ou en présence de Spg/puits 'EGS, avec les lympbocytes d'un lapin sensibilisé (voir
chap.2.6.1.). Des cultures avec 20% de FCS servent de témoia. Les gérums de
T'expérience "IL-2" (préalablemeant conservés A -80°C) sont testés dirvectement, ow
aprda avoir subi une iacubation de 30 minutes 4 56°C, ce qui inactive le systéme
complémant.

2.8. Statistique

Les données de 1a biologia des tiques sont traitées par le test non paramétrique de
Mann-Whitney (Siegel 1956, analyse globale), 1a test exact de Fischer (proportions)
et le test G (Likebood ratio chi-square; histogrammes de fréquence). L'analyse de
variance {Geaeral Linear Model, SAS Institute Inc., 1989) et le test t de Student soat
utilisgés dans 'étude de la réponse immunitaire (cellulaire et humorale) des lapins.
Ces tests exigeant une distribution aormale des valeurs, une transformation log , des
c¢pm nets et des titres d’anticorps est effectuée avant 'analyse.
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3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

8.1 Effets de la charge parasitaire sur l'ascquisition de ls résistance et la
réponse immunitaire cellulnire et humorale du lapin

3.1.1. Expérience préliminaire

3.1.1.1. Remarques générales

Nous avons cherché & définir deux modiles expérimentaux bien différenciéa
quant & leur comportement immunitaire face aux tiques: un modéle avec des hdtes
fortement résistants; et & U'opposé, un modéle ol les animaux ne parviennent pas A
développer de résistance. Si I'on ge référe A la littérature, un modéle résistant est
aisé A obtenir avec des lapins. L’sutre modéle pose plus de probldmes. Il implique
deux variantes: s0it le systéme immunitaire de I'hote n’est pas suffisamment stimulé
pour générer une réponse, soit il est affaibli et épuisé par un contact répété avec de
traa fortes doses d’'antigdnes (tolérance & haute dose).

Deux stratégies sont ainsi reteoues:
&) Moduler I réponse de I'hdte en faisant varier la charge parasitaire. Un petit
aombre de tiques serait iosuffisant pour stimuler un lapin, alors qu'une infestation

maseive provaquerait une forte réponse immune,
b) Epuiser le systdme immunitaire de I'héte par des infestations massives et répétéea.

Dans cette optique, deux groupes de lapins comprenant respectivement trois et deux
individus, sont infestés gvec 25 ou 5 couples d’adultes, ceci & ciaq reprises &u cours
de Pexpérience. Un troisidme groupe de deux lapins, infesté avec 15 paires de tiques,
sert de témoin comparatif. 11 correspoad aux protocoles généralement utilisés dans
le modele lapin/ ricinus.

3.1.1.2. Blologie des tiques
Les résultata sont présentés dans le tableau 2 (page snivante) pour les trois

groupes.
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3.1.1.2.1. Groupe Inf-25

Deés 1a seconde infestation, le poids de gorgement, ainsi que le poids, le
rendement et la fréquence de ponte, diminnent fortement (p<0.001 par rapport A 1a
premidre infestation). Dans un méme temps, le pourcentage de tiques pesant moins
de 100mg augmente significativement (p<0.001). Lors des deux infestations
suivantes, I'effet de la résistance s'accentue encore légérement, mais plus de maniére
significative gi 'on compare ces résultats avec ceux de la seconde infestation. En
cinquidme infestation, seuls le poids et le rendement de ponte diminuent encore. Les
tiques sont plus nombreuses A pondre, et leur poids de gorgement est
significativement plus élevé par rapport A celui des infestations 3 et 4 (p<0.05).
L'embryogenése semble peu perturbée par le dévelappement de la résistance: la
fréquence d’éclosion des pontes n’est diminuée significativement qu'en seconde
infestation (p<0.01).
Un allongement progressif du temps de gorgement est abservé. Le repas sanguin de
cinquidme infestation est plus long que tons les sutres (p<0.001). Le temps de
préoviposition est plus variable, mais suit 1a méme tendance.

3.1.1.2.2. Groupe Inf-5

En raison du peu de tiques récoltées an cours des cing infestations et de
la variabilité des résultats (vair &carts-types), aucune modification statistique des
paramétres de leur biologie n'est mise en évidence. Cependant, une diminution
progressive du poids de gorgement et du poids des pontes, toutefois moins prononcée
que dans le groupe Inf-25, est observée jusqu'en quatridme infestation. A la
cinquidme, ces deux paramétres augmentent 4 nouveau légérement. Le rendement
et la fréquence de ponte, de méme que les tempg de gorgement et de préoviposition
subissent des variations irrégulidres an cours des infestations, sans véritable
tendance générale.

. 3.1.1.2.3. Groupe Inf-15
Il faut attendre la quatridme infestation pour observer une diminution

significative du poids des tiques gorgées, accompagné d'une angmentation du nombre
d’ectoparasites de moins de 100mg {p<0.01 par rapport aux infestations 1, 2 et 3). Le
poids et le rendement de ponte régressent également, mais pas de manidre
significative. Un des deux lapins étant mart aprés la seconde infestatian, 12 nombre
de tiques récoltées n'est plus suffisant pour analyser statistiquement les résultats.
La fréquence de ponte, tout d’abord anormalement basse, remonte en seconde
infestation, puis diminue significativement jusqu'a la fin de I'expérience (p<0.05).
Comms dans le groupe Inf-5, les temps de gargement et de préoviposition subissent
des variations sans qu'il soit possible d'établir une véritable tendance.

N.B. Pour les graupes Inf-5 et Inf-15, la fréquence d’éclasion des pontes de quatridme
infestation n’est pas considérée dans I'examen des effets de la résistance sur la
biologie des tiques, vu le trés petit nombre d’ectoparasites cancernés (un par groupe),
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Figure 3: Expérience préliminaire. Comparaison entre les groupes expérimentaux
de différents paramaétres de la biologie des tiques (noyennes = éc.-t.)
* p<(.05 entre Inf-25 et Inf-§
4 p<0.06 entre Inf.25 et Inf-15
# p<0.05 entre Inf-5 et Inf-16
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3.1.1.2.4. Comparaison de résistance entre les trois groupes expérimentaux

Trois paramétres de la biologie des tiques, qui reflétent particuliérement
le degré de resistance acquise par les hites, vont servir A la comparaison des groupes
Inf-25, Inf-5 et Inf-15: le poids des tiques gorgées (figure 3a), le poids des pontes
(figure 3b) et le rendement de ponte {figure 3e).

La résistance chez les laping Inf-25 se manifeste, au niveau des paramtres
examinés, dés la seconde infestation dé&ja. L'acquisition d'une protection contre les
tiques semble donc beaucoup plus rapide dans ce groupe que chez les lapins Inf-15,
puisqu'il faut attendre la quatridme infestation pour observer une diminution
significative de ces paramétres. Quant an groupe Inf-5, les perturbations de la
biclogie des tiques restent faibles, méme aprds cing infestations.

Si l'on compare les traitements de manidre globale par analyse de variance, les
résultats obtenus pour le groupe Inf-25 sont significativement différents du groupe
Inf-5 pour les trois parambdtres considérés {p<0.05). Les groupes Inf-25 et Inf-15
different également au niveau de l'évolution du poids et du rendement de ponte
{p<0.001), alors que les groupes Inf-15 et Inf-5 ne sont pas statistiquement différents.
En fait, le groupe Inf-15 semble développer un degré de résistance intermédiaire par
rapport & ceux des groupes Inf-25 et Inf-5.

3.1.1.3. Sérolagia ]

Au cours de I'expérience, la production d’anticorps [gG contre 'EGS (figure

4a, page suivante) augmente progressivement danas les trois groupes expérimentaux.
Les titres sont en général plus élevés chez les lapins Inf-25 et Inf-15 que dans le
groupe Inf-5. Cependant, en raison du petit nombre d’animaux utilisés et d’une
réponse plutét hétérogéne an sein d'un méme groupe (figure 4b), toute coneclusion
rests prématurée.
La tendance semble toutefois atre confirmée par les titres d’anticaorps IgG contre 'ET
qui sont également les plus élevés (en moyenne) dans le groupe Inf-25 (figure 5a,
page suivante). Pris individuellement (figure 6b), les lapins Inf-25 sont les animaux
répondant le mieux contre cet extrait antigénique. La charge parasitaire pourrait
done influencer 1a production d’anticorps contre les tigues.

3.1.2. Infeastations en continu

3.1.2.1. Remarques générales

En complément A Uexpérience préliminaire, un autre modélé expérimental
est testé, associant I'effet d’infestations nombreuses et rapprochées (tous les six jours)
avec celui d'une tras fajble charge parasitaire (trois couples d’adultes par infestation).
Ce modele assure une présence continue des tiques sur leurs hdtes pendant une
durée de deux mois. I1 permet de vérifier si le rapprochement et 'augmentation du
nombre des infestations peut compenser la dose trés faible d'antig2nes injectés, et
induire chez I'héte le développement d'une résistance.
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3.1.2.2. Biologie dea tiquea

Sur les trois lapins expérimentés, deux sout morts aprés la huitidme
infestation. Les résultata de la biclogie des tiques sont présentés dans le tableau 8
(page suivante), en négligeant les deux dernidres infestations. Le nombre
d'échantiilons n'est pas assez grand pour permettre une analyse statistique mais il
regte suffisant pour quelques considérations.

Les lapins eoumia A ce régime expérimental ne parviennent pas a4 développer une
réaistance affectant de manidre durable la bioclogie des tiques. Les infestations
répétéea et rapprochées ne auffisent pas 3 compenaser la trop faible dose d'antigénes
injectés. Si la moyenne du poids de gorgement diminue progressivement jusqu’en
troisidme infestation, elle remoute brusquement A l'infestation suivante (figure 6,
page 30). Cette soudnine augmentation g’observe 4 nouveau & linfeatation six. Lea
autres paramétres de la biologie des tiques varient également de maniére cyelique
d'une infestation 3 l'autre, et cela indépendamment du poids des tiques.

La moyenne du poids des tiques de premidre infestation nous semble
particulidrement basse (151.8Bmg) eu comparaison de cellea obtenues lors de
Vexpérience préliminaire (196.8mg pour Inf-25, 177 5mg pour Inf-5 et 189.5mg pour
Inf-15) (tableau 2). La quantité de sang ingérée par les tiques lors d'un repas sur un
lapin indemne sernit tributaire du nombre d’ectoparasites infestant cet animal. Ainsi
une infestation massive de vingt-cing paires de tiques semble plus favorable 4 un
repas ganguin copieux qu'une faible infestation avee trois ou cing couples,

N.B. Lea lapins semblent plus dérangés par le port du large collier de plastic
prévenant le grattage pendant une période continue de deux mois, que par les tignes
ellea-mémes, En effet, si les lapins passent leur temps & essayer de se débarasser de
leur collier, ils ne cherchent généralement pas A éliminer lea tiques en train de se
nourrir. Ce collier conetitue vraissemblablement un stress permanent, car il limite
I'anima) dans ses mouvements. Sa présence sur une auséi langue période pourrait
avoir un effet néfaste sur I'stat de santé générale de I'hite (Glaser et al., 1987). Deux
lapina sont morts aprds huit infestations, ils étaient dana un état cachectique.

3.1.2.3. Sérologie

Une production d'anticorps contre 'EGS (figure 7a, page 30} est décelée
apres vingt jours d'expérience {soit au cours de la quatridme infestation), et aprés
trente jours pour 'ET (figure 7b; pendant la cinquidme infestation). Les titrea
augmentent progressivement avec le temps et semblent comparables, aprés soixante
jours, & ceux chtenus lors des deux premiéres infestations pour les groupes de
Pexpérience préliminaire (3.1.1.3.). Une stimulation continue avec une faible dose
d’antigénes semble aussi efficace 4 induire une réponse humorale chez le lapin,
qu'une gtimulation limitée dana le temps avec une grande quantité d'antigénes.
Cependant, comme le montrent les régultats de la biologie des tiques, un titre
d'anticorps anti-tiques relativement élevé ne suffit pas, & lui seul, 4 assurer une
protection efficace de 'hate.
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1 2 3 4 ] 6 7 8 linfestations

Figure 6: Infestations en continu. Moyennes + éc.-t.
du poids des tiques gorgées.
n: nombre de tiques
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_ Figure 7: Titres d'anticorps IgG mesurés par ELISA
‘ a) anticorpg anti-EGS
b) anticorps anti-ET
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3.1.3. Commentaire intermédiaire

Ces deux expériences permettent de définir les deux modiles expérimentaux
recherchés:

8) Un modéle produisant rapidement des animaux fortement résistants; Inf-25.
b} Un modéle sboutissant & des lgpins ne présentant pas ou pen de signes de
régistance: Inf-5 et Inf-cont.

Le modile Inf-cont n’est pas retanu en raison des problémes engendrés par le collier
anti-grattage, et par souci d'uniformiser su maximum les protocoles expérimentaux.
Les modeles choisis font varier la charge parasitaire, et non pas le nombre des
infestations. Cela constitue un avantage car 1s durée des expériences pent &ire ainsi
relativement courte. Le degré de résistance des groupes Inf-25 et Inf-5 est déjA bien
différencié lors d'une seconde infestation des lapins.

Un examen plus ponssé de ces deux modales va étre effectué avec un plus grand
nombre d’animsux. L'influence de 1a charge parasitaire sera non seulement examinée
sur la réponse humorale des hdtes, mais sussi sur leur réponse cellulaire.

3.1.4. Madulation de la réponss cellulaire ot humarale du lapin par deux
niveaux d'infestation différents, et conséquences sur le
développement de la résistance (Schorderet et Brossard, 1893a)

3.1.4.1. Blnlagie des tiques (tableau 4)

3.1.4.1.1. Groupe Inf-25

En seconde infestation, 1z résistance développée par les lapins affecte
significativement tous les paramatres de la biologie des tiques mesurés dans cette
axpérience, Le poids de gorgement, le poids et le rendement de ponte, ainsi que les
fréquences de ponte et d'éclosion diminuent significativement (voir tableau pour les
valeurs de p). Parallélement, les temps de gorgement et de précvipesition sont
prolongés et [s nombre d'ectoparasites pesant moins de 100mg s'accroit.
A la troisiéme infestation, Is situation &volue en faveur des tiques. Elles sont en
" moyenne plus prosses an détachement et pondent plus d’oeufs. Une angmentation
significative des fréquences de ponte et d’éclosion raméne ces valeurs gu nivesu de
celles observées lors de 1s premiére infestation.

3.1.41.2. Groupe Inf-5

Lors de s seconde infestation, seuls deux paramétres (poids des tiques
gorgées et tiques de moins de 100mg) diminnent significativement en comparaison
des valeurs observées en premidre infestation. Ls ponte (fréquence, poids et
rendement) est légérement perturbée.
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Figure 10: Transformation lymphoblastiqua. Réponse a la conA
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En troisidme infestation, la résistance des lapins se renforce et affecte
significativement preaque tous les parameétres. Le temps de gorgement et la
fréquence d'éclosian des pontes ne sont pes modifiés dans ce groupe,

3.1.4.1.3. Compargison de résistance entre les modéles Inf-25 et Inf-5

Les résultsts de la premi2re infestation sont comparables entrs les deux
groupes, & l'exception du temps de gorgement, qui restera significativement plus
court dans le groupe Inf-6 durant toute l'expérience. En deuxidme infeatation, la
résistance des lapins Inf-25 semble plus forte que dans le groupe Inf-5, méme si
ancune différence statistique n'est observée. La ponte aurtout {(poids, rendement et
fréquence d’éclosion) est plus perturbée dans le groupe Inf-25. En troisizme
infestation, la situation s'inverse. Les tiques gorgées sur lea lapins Inf-5 sont
significativement plus petites et sont beaucoup moins nombreuses & pondre que celles
nourries sur les lapins Inf-25. Le poids et le rendement de ponte sont également plus
bas dans le groupe Inf-5.

3.1.4.2, Réponse cellulaire des lapins: analyse par transformation
Iymphoblastique

3.1.4.2.1. Réponse & 'EGS (figure 8)

Dés la premire infestation (our 5), la prolifération des lymphacytes en
présence ’EGS est significative dans les deux groupes de lapins, en comparaison du
test effectué avant la débnt de Uexpérience Gour -1; p<0.001). Elle le reste jusqu'aux
jours 51 paur le groupe Inf-25, et 57 pour le groupe Inf-5 (au maing p<0.05 par
rapport au jour -1). La réponse lymphocytaire est globalement plus élevée chez les
lapins du groupe Inf-25 (p<0.05). Cependant, un examen plus détaillé des résultats
révele que la prolifération des lymphocytes des lapins Inf-25 n'est meilleure, par
rapport an groupe Inf-5, que pendant les deux premidres infestations (jusqu'an jour
51). La différence entre les deux groupes est la plus nette au jour 5 (p<0.05, test t),
alors que les tigues sont en train de ae nourrir,

A le troisi®me infestation (jour 57), les lymphocytes des laping Inf-25 ne semblent
"plus réagir en présence d'EGS. Le prolifération lymphocytaire est alors
significativement plus élevée dans le groupe Inf-5 (p<0.05, teat t).

3.1.42.2. Réponse & I'ET

Les résultats avec cet extrait antigénique sont en mayenne inférieurs 4
ceux obtenus avec 'EGS.
Dans les deux groupes (figure 8), une prolifération des lymphocytes est abservée dis
le jour 5, et demeure significative jusqu’au jour 41 (p<0.01). D2s le jour 51, 1a réponse
dans les deux groupes ne différe plus de celle mesurée au jour -1.
Les lympbocytes des lapins du groupe Inf-25 répondent globalement mieux 4 'ET que
ceux des laping Inf-5 (p<0.01). Comme précédemment, la différence entre les groupes
est particuliérement nette pendant la premire infestation (jour 5; p<0.01, test t).
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Figure 11: Anticorps IgG anti-EGS mesurés par ELISA
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Figure 12: Anticorps IgG anti-ET mesurés par ELISA
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3.1.4.2.3. Réponse & la conA (figure 10, page précédente)

Les lymphocytes des lapins des dewx groupes se comportent de manigre
semblable face 4 ce mitogine. ‘
Lors des deux premi2res infestations (joura 5 et 31), une légeére diminution de 1s
réponse 4 la conA est observée, disparaissant aprés le détachément des tiques.

. En troisiéme infestation, il se produit une baisse significative de la prolifération
{p<001 par rapport au reate de I'expérience), qui cette fois n'est plus compensée apréa
la fin du repas des ectoparasites.

3.1.4.3. Sérologie

3.1.4.3.1. Réponse anticarps contre 'EGS

Une production d'IgG dirigée contre des antigénes de PEGS est décelée
dans lea deux groupes d2sle jour 15 de'expérience (figure 11). Chaque réinfestation
deslapins provoque une augmentation des titres d'anticorps, atteignant un maximum
15 jours aprés 1s pose des tigues (jours 41 et 67). Au jour 67, ils sont nenf A onze fois
plus élevéa gue ceux mesuréa aprés une infestation (p<0.001, dans les deux groupes).
Durant toute Vexpérience, la production d'snticorps anti-EGS est significativement-
plus importante chez les laping du groupe Inf-25 que dans le graupe Inf-5 (p<0.001).
Les différences les plus netles, dues sans doute & une meilleure homogénéité de 1a
réponse su sein de chague groupe, sont observéea apras la deuxizme infestation, des
Jjours 41 4 57 (p<0.01, teat t).

3.1.4.3.2. Réponse anticorps contre U'ET

Dana les deux groupes, une légére augmentation des titres est observée
aprés 1s seconde infeatation (jour 41, figure 12). Cependant, la preduction d'IgG
contre YET ne devient significative qu'apréa une troisi®me infeststion, atteignsnt un
pic au jour 67 (p<0.001). La réponae humorale des lapins contre 'ET n’est pas auasi
homog&ne dans les groupes que celle observée pour I'EGS. Ainsi, les différences
cbtenues ne sont pas statistiques, bien que la production mayenne d'anticorps soit
toujours plus élevée chez lea lapins du gronpe Inf-25.

3.1.5. Discussion

Celle-ci concerne principalement les résultats de la dernitre expérience décrite
(3.1.4.), qui sont les plus complets. Les lapina des deux modzles testés, Inf-25 et Inf-5,
deviennent résistants. Les tiques récoltées en réinfestation présentent, dans les deux
groupes, dea perturbaliona souvent importantes de leur développement. Dans
V'expérience préliminaire (3.1.1.), 01 les hites subissaient ¢ing infestations successives
avec b on 25 couples, la biologie des tiques nourries aur les lapins Inf-5 n'était
preaque paa altérée apréa trois infestations. La différence de résistance entre les deux
madiles était slora bien marquée. Elle parait maintenant moins évidente.
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Plusieurs hypoth®ses, non exclusives, peuvent expliquer le resserrement des résultats
dana l'expérience 3.1.4.

a) Les modéles Inf-25 et Inf-5 sont un peu différenta de 'expérience 3.1.1, Ls
troisiéme infestation est effectuée avec 15 paires de tiques pour les deux groupes (au
lieu de 25 et 5 lors de Yexpérience préliminaire). Pour le groupe Inf-25, 1a stimulation
antigénique est moins forte que dana Yexpérience 3.1.1, ce qui pourrait expliquer une
réponse plus faible de 1a part des hates. La situation est inverse pour le groupe Inf-5.
En troisiéme infeatation, Ia quantité d’antigénes injectée est plus grande et pourrait |
stimuler davantage le syst¢me immunitaire dea lapins.

b) Le nombre da prises de sang par infestation est plus grand que dans I'expérience
préliminaire (quatre prisea au lien d'une seule). Cette différence da traitement
pénalise gurtout lea lapina Inf-25. Une baisse de résistance, observée & l& cinquime
infestation dans I'expérience 3.1.1., spparait cette fois au troisizme contact avec les
ectoparasites, Les fréquences de ponte et d'éclosion reviennent & leurs valeurs de
premiére infestation et le repas sanguin est facilité.

Dans une étude effectnée avec des lapina infestés par des adulies d’Amblyomma
Aebraeum, Rechav et al. (1980) notent chez les hotes des phénomenes d'anémie et
d'anorexie, li¢s & 1a présence des tiques, et dépendanta de la charge parasitaire. En
ce qui nous concerne, 'anémie n'a pas été constatée, mais les lapins Inf-25 ont
aouvent ét¢ anorexiques pendant les infestations, avec une tendance A perdre du
poids.

Lea nombreux préldvements de sang, ajoutés A une lourde charge parasitaire,
peuvent étre A lorigine de I'affaibliasement plus rapide de la réponse des lapins Inf-
25. Le régime "25 tques couplé avec 4 prises de sangfinfestation” semble
particulizrement éprouvant, puisque deux lapins n’ont pas survécu.

L'influence de la charge parasitaire sur I'immunité anti-tiques reste cependant
évidente, surtout gi I'on considére la cinétique de son développement. La résistance
est trés rapide A g'établir dans la groupe Inf-25, o tous les parameétres de la biologie
des tiques sont significativement perturbés dés la seconde infestation. Un seul
contact gvec les ectoparasites suffit & cea lapina pour devenir fortement résiatanta.
Dans e groupe Inf-5, seul le poids de gorgement est diminué de maniére significative
4 la deuxidme infestation. Une forte résistance n'est exprimée qu’a lg troisidme
" infestation. . .
L’embryogenése n'est jamais perturbée chez les tiques nourries sur les lapins Inf-5,
alors que dana le groupe 1nf-25, 1a fréquence d’éclosion des pontes est diminuée d'un
tiers (et de 46% dans I'expérience préliminaire) & la seconde infestation. La charge
parasitaire pourrait déterminer une telle perturbation du cycle des ectoparasites. En
effet, chez dea lapins infeatés par 10 couplea de Pespdce I ricinus, une baisse du
pourcentage d'éclogion des pontes est observée plus tardivement, A la troisiéme
(Girardin et Brossard, 1990) ou 4 la quatriéme infestation seulement (Bowessidjeou
et al., 1977).
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Le test de transformation lymphoblastique confirme les observations d’autres auteurs
(Wikel et al., 1978; Wikel et Osburn, 1982) cancernant la capacité d'un EGS A
stimuler les lymphocytes de la circulation périphérique d’animaux infestés, Les
cellules sont capables de répondre significativement & l'antigéne avant la fin du
premier repas sanguiil, méme chez les lapinag Inf-5. Une sensibilisation aussi précoce
chez des bétes faiblement parasités ne semble pas étre une généralité, Des
lymphocytes de bovins infestés par 10 femelles et 5 méles de 'espéce D.andersoni ne
réagissent & 'EGS qu’aprés trois ou quatre infestations (Wikel et Osburn, 1982). Le
rapport nombre de tiques par infestation/taille de Yhite, qui est plus grand chez le
lapin pourrmit expliquer cette différence avec nos régultats, La stimulstion
antigénique serait plus frible chez les bovins que chez les lapins. D'autre part,
I'intensité et le mode d’expression de la réponse peuvent aussi varier selon les
egpéces d’hites et de tiques considérées (Willadsen, 1980; Ribeiro, 1989).

Pendant les deux premires infestations, 1a réponse lymphocytaire & 'EGS est plus
intense dans le groupe Inf-25 que dans le groupe Inf-5. Un plus grand nombre de
cellules semble avoir ét6 activées chez les laping Inf-25. I est intéressant de noter
que la résistance coutre les tiques est alors la plus forte dans ce groupe. A Ia
troisiéme infestation, la situation change. Seuls les lymphocytes des lapins Inf-5
répondent encore significativement & I'EGS, ceux-d étant d’ailleurs, & ce moment, les
plus résistanta.

Dans les deux groupes expérimentaux Inf-25 et Inf*5, la prolifération lymphocytaire
en présence 'EGS est plus élevée pendant les infestations. En réponse sux antigénes
salivaires injectés, les lymphocytes sensibilisés situés dans les ganglions
Iymphstiques druinant les sites de fixatioun des tiques sont sans doute mobilisés et
circulent pour infiltrer ces zones (Brossard et Fivaz, 1982; Gill et Walker, 1985;
Picker et Butcher, 1992). Ilg. seraient ainsi plus nombreux dans la circulation
périphérique pendant le repas sanguin qu'sprés le détachement des ectoparasites.

Les résultata des testa de transformation lymphoblsstique en présence de conA ne
différent pas significativement d'un groupe A I'autre. Une brisse de prolifération peut
étre constatée lorsque les tiques sont présentes sur I'héte. Elle disparait apr2s le
détachement des tiques, du moins pour les deux premiéres infestations. Wikel (1982¢)
svait déja noté une diminution de la réponse A 1a conA chez des cobsyes, au cours
d'infestations par des sdultes ds Pesp2ce D.andersoni, et avait avancé I'idée d’un effet
immunosuppresseur des tiques sur la réponse T-dépendante des hétes. D’autres
travaux signalent de tels pbénomanes. La prolifération lymphocytaire en présence du
mitogéna phytohémagglutinine A (PHA) est fortement réduite chez des bovins
infestés par D.andersoni (Wikel et Osburn, 1982) ou par B.microplus (Tuakuma et al.,
1993). La réponse humorale de cobayes ou de bovins A des injections de globules
rouges de mouton est diminuée lors d’infestations par D.andersoni ou B.micropius
(Wikel, 1985; Inckuma et al., 1993). La production d’anticorps par des lspins sprés
I'inoculation d’albumine sérique de bovin est également sbaissée chez des individus
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infestés par R.appendiculatus (Fivaz, 1989). L'immunosuppression serait induite par
un constituant. de la salive des ectoparasites (Dickinson et al., 1376; Ribeiro et al.,
1992), et faciliternit le repas sanguin, en particulier lors de réinfeststions (Ribeiro et
al., 1985). La transmission d'agents pathogénes serait aussi favarisée (Wikel, 1985;
Titus et Ribeiro, 1990).

Dans notre expérience, la brisse de prolifération lymphocytaire ne concerne que la
stimulation par la conA. Il serait prématuré de conclure 4 une immunosuppression
directe, Les tiques pourraient induire une modification des squs-populations de
lymphocytes périphériques (Westermann et Pabst, 1990), qui ne répondent pas toutes
avec la méme intensité & ce mitogéne (Belden et Strelkauskas, 1981). De plus, une
diminution du nombre de manocytes circulants, la présence de prostaglandines de
type E ou de complexes antigénes-anticorps plasmatigues, sont aussi décrits comme
des inhibiteurs de la réponse lympbocytaire périphérique a ia conA (Hume et
Weidemann, 1980).

En troisidme infestation, la prolifération lymphocytaire chute de manidre générale,
tant face au mitogéne qu'aux antigénes EGS et ET, particulitrement dans le gronpe
Inf-25. Parallélement, ¢ce groupe subit une baisse de résistance impartante, exprimée
par 'amélioration de la biologie des tiques. La quantité massive d'antigénes injectés
et le prélévement de grandes quantités de sang pourraient pravoguer a la langue un
épuisement de la réponse lymphocytaire des lapins, aboutissant 3 un état
d'immunctolérance.

La production d'anticorps IgG anti-EGS semble dépendre de la charge parasitaire,
Les titres augmentent plus rapidement et atteignent des pics plus élevés chez les
lapins Inf-25 que dans le groupe Inf-5. L'effet d'une stimulation plus intense de la
réponse humorale, dii & un nombre plus élevé de tiques, avait déja été conststé au
cours de l'expérience préliminaire,

Le rble protecteur de facteurs humoraux dans les phénomanes de résistance contre
les tiques 8 souvent été examiné, naotamment par des expériences de transfer{
d'immunsérums 2 des lapins indemnes (Brossard, 1977; Broasard et Girardin, 1979,
Gill et Luckins, 1987; Rechav et al., 1991). La protection conférée aux receveurs reste
partielle en comparaison d'une résistance acquise aprés infestations, ce qui suggire
la participation de mécanismes immunitaires cellulaires. Notre étude confirme cette
hypothése: en troisi®me infeststion, les titres d'anticorps anti-EGS élevés des lapins
Inf-25 sont insuffisants an maintien d'une protection optimale contre les
ectoparasites, L'immunité & médiation cellulaire pourrait joner un rile prépondérant
dans les relations hite/tiques conduisant au développement de la résistance.

Les résultats des tests de {ransformation lymphablastique et d'ELISA concernant
'ET sont moina spectaculnires que ceux observés pour I'EGS. Pourtant, les
lymphocytes des lapins des deux groupes proliférent en présence 4'ET dés la premilre
infestation, La réponse est plus élevée chez les laping Inf-25, elle est sans doute
dépendanta de la dose d’antigénes injectés dans I'héte. La produnction d’anticorps anii-
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ET est plus tardive que pour 'EGS (elle est détectée en troisitme infeststion
seulement), et supérieure en mayenne chez les laping Inf-25.

Le biais par lequel lea lapins se sensibilisent A des antigénes tégumentaires n'est pas
connu. Le tégument, en particulier celui des pidces buccales, est habituellement
considéré comme un élément inerte, du point de vue antigénique; le rostre ne
provoquerait de réaction inflammatoire que par son action mécanique sur la peau.
L'ET ntilisé dans natre expérience est un axtrait brut. Une réaction croisée entre
épitopes d'antigénes salivaires et tégumentaires est probable. Une réponse spécifique
n'est cependant pas exclue, car I'ET est enrichi en une protéine tégumentaire de 25
kDa, qui passdde une activité antigénique {(Rutti et Brossard, 1989; Brassard et al.,
1991). Ceite protéine est souveni mise en évidence par des sérums provenant de
lapine fortemeat résistants (Bavet, 1987; Rutti et al., 1988a, 1988h). Des anticorps
ou une réponse cellulaire dirigés contre cette protéine pourraient perturber le
développement dn tégument des tiques (Rutti et af, 1990; Rutti ef al., 1992), et
participer ainsi sux mécanismes de résistance,

3.1.6. Conclusion

L’acquisition d'une immunité contre les tiques dépend du nombre des ectoparasites
les infestant. Des laping lourdement parasités développent rapidement une forte
. résistance; mais ils sont plus exposés A des substances immunasuppressives ou
toxiques injectées par les tiques, et risquent l'épuisement de leur systdéme
immunitaire. Les lapins faiblement infestés parviennent a4 un degré équivalent de
résistance, mais ant bescin de contacts plug nombreux avec les tiques. Ils ne
préssntent par cantre, ancun affaiblissement de leur réponse immunitaire.

Des facteurs indépendants des ectoparasites peuvent avoir une influence sur le
développement de Mimmunité anti-tiques. Une angmentation du nombre de prises ds
sang par infestation entre las expériences 3.1.1. et 3.1.4. semble diminuer I'écart de
résistance sntre les modeles choisis.

3.2. Effets d'un traitement & I'TL-2 recombinante humainé snr 'acqnigition

de 1= résistance chez des lapins infestég, et sur leur réponse cellnlaire
&t humorale contre les tiques (Schorderet et Brossard, 1993b)

3.2.1. Remarque générale
La lymphokine utilisée dans cette expérience est un recombinant de la molécule

humaine, car I'lL-2 de lapin n'est pas encore commercialisée. Deux études récentes
{Goldblum et al., 1990; Marshall & al., 1990) montrent que I'I1.-2 humaine est
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biclogiquement active in vivo chez le lapin, ce qui semble d'ailleurs étre la cas pour
tous les modéles couramment utilisés en médecine humaine et vétérinaire.

Les groupes de lapins de cette expérience sont définia & partir des résultats
précédents. Les animaux faiblement infestés sont traités avec la lymphokine pendant
la premiédre infestation, afin de provoquer une stimulation acerue de leur systéme
immunitaire pendant la phase d'induction de la réponse, et pour qu'ils expriment trés
rapidement un degré élevé de résistance. Selon la chapitre 3.1, le groupe de lapins
infestés par vingt-cing tiques constitue le témoin hautement résistant.

3.2.2 Premidre axpérience

3.2.2.1. Effat du traitement & I'IL-2 sur la biologie des tiques

Dés is premitre infestation, les tiques nourries sur les lapins traités TIL-2
présentent des perturbations de leur biclogie (tableau 5).
Leurs poids de gorgement sont nettement inférieurs 4 ceux observés dans le groupe
témoin direct CDir et le groupe témoin résistant CRés, bien que le temps de
gorgement seit identique dans les trois groupes. Prés de 68% de ces tiques p2sent
moins de 100mg, ce qui est significativement différent dea 33% du groupe CRés (voir
le tableau pour les valeurs de p). Dans un histogramme de fréquences du poids des
tiques gorgées (figure 13, page suivante), 1a distribution des tiques du groupe TIL-2
est nettement en faveur des faibles poids, en comparaison des groupes contrdles. Le
fraitement a I'{1-2 semble aussi avoir un effet sur 'ovogenése. La fréquence, le poids
et le rendement des pontes sont bien inférieurs dans le groupe TIL-2 4 ceux mesurés
dans les groupes contrles.
A la seconde infestation (tablean 5), tous les groupes de lapins montrent des signes
de résistance contre les tiques: temps de gorgement plus long, poids d'engorgement
plus faible. Dans le groupe CRés, la fréquence, le poids et le rendement des pontes
sont aussi significativement diminués. Mais c'est dans le groupe TIL-2 que la
résistance perturbe le plus la biologie des ectoparasites. L'histogramme de fréquencas
de leur poids de gorgement (figure 13) differe- significativement pour ce groupe de
celui des groupes contrdles (p<0.05 au moins). Plus de 80% des tiques récoltées
pésent moins de 100mg, et seul un tiers d’entre elles parviennent encore & pondre.
Ces valeurs sont significativement inférieures & celles mesurées dans le groupe
témoin direct CDir. Il en est de méme pour le poids et le rendement de ponte.

3.2.2.2. Sércologie

3.2.2.2.1. IgM totales

Les résultats obtenus par immunodiffusion radiale ne mettent en évidence
sucune modification des titres d'IgM totales dans les plasmas des lapins TIL-2
{figure 14, page suivante). De légéres augmentations de la concentration d'TgM, par
rapport aux valeurs mesurées avant le début de lexpérience, sont chservées au jour
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12 dans le groupe CRés, et an jour 39 dans le groupe CDir, mais elles restent uon
statistiques par rapport aux valeurs mesurées avant le début de Pexpérience. Aucune
différence n'est constatée entre les groupes. .
3.2.2.2.2. Réponse humorgle &8 'EGS

Une production significative d’anticorps IgG anti-EGS est observée dans
les groupes CDir et CRés dés le jour 12 de Pexpérience (p<0.05; figure 15). La
deuxiéme infestation provogque nn accroissement plus rapide des titres, qui sont
maximaux au jour 39. Chez les laping TIL-2, la réponse est plus tardive. Les titres
n‘augmentent significativement qu’a partir de la seconde infestation (jour 32; p<0.001
par rapport au jour -1). Ils restent inférieurs A ceux mesurés dans le groupe CRés
{p<0.05) durant toute expérience. La production d’anticorps est également plus faible
que dans le groupe CDir, 4 l'exception du jour 32,

3.2.2.3. Transformation lymphoblastique

3.2.2.3.1. Réponse & 'EGS (figure 18, page suivante)

Comme précédemment, Jes lymphocytes des laping des trois groupes
proliferent in vitro au contact de 'EGS dis la premidre infestatiou (jour 5; p<0.05
pour TIL-2, p<0.01 pour CDir et CRés). La réponse Iymphocytaire diminue aprés le
.détachement des tiques, pour w'étre plus différente, au jour 12 pour le groupe TIL-2
et 25 pour les groupes contriles, des mesures prises avant le début de Iexpérience
(jour -1). Pendant la secoude infestation, la prolifération est A nouveau significative
dans les trois groupes, avec des valeurs plus élevées qu'eu premiére infestation (jour
32; p<0.001). Elle retourne aux valeurs initiales dana lea groupes TIL-2 et CRéa déa
la fin du repas des tiques,
L'analyse statiatique ne met en évidence aucune différence entre leg lapine traitée 4
I'IL-2 et les animaux contriles. Cependant, les résultats obtenus pour le groupe T1L-2
avec 'EGS sont en moyenne toujours plus bas que ceux du groupe témain direct
CDir.

3.2.2.3.2. Réponse & la conA

La réponse des lapina TIL-2 A ce mitogéne (figure 17, page suivante) est
significativement plus élevée que celle des autres groupes (p<0.01). Cependant, cet
écart existe déja avant le début de Pexpérience et ne peut étre attribué aux effets du
traitement. I1 convient ici de rappeler, en rajison de ces résultats équivoques, que les
animaux out été répartis dans les groupes au basard.
Comme nous 'aviong observé dans l'expérience sur les effets de la charge parasitaire,
la prolifération lymphocytaire baisse temporairement dans les trais groupes peudant
la durée des infestations.
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Figure 16: Transformation lymphoblastique.

Réponse 4 I'EGS. Moyennes = SE.

-1 12 25 39 Jour

Figura 17: Transformation lymphoblastique.
Réponse 4 la conA. Moyennes = SE.
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3.2.3. Considérations intermédinires

Cette expérience met en évidence un effet certain du traitement a I'IL-2 des lapins
sur la biologie des tiques. Mais elle donne peu d'indicea permettant de comprendre
comment la lymphokine agit sur le systdme immunitaire du lapin pour aboutir &
I'augmentation ds résistance observée.

L’HRT est sn général un bon reflet de Ia réponse immunitaire & médiation cellulaire
(Meltzer et Nacy, 1989). Des lapins infestés plusieurs fois par 10 couples de Lricinus
développent d'intenses réactions d’HRT (Girardin et Brossard, 1985), qui sont
atténuées si I'cn injecte aux hétes de la cyclosporine A (Girardin et Brossard, 1989).
Paralltlement, les effets de la résistance sur la biclogie des tiques sont fortement
diminués chez les lapins traités avec cette molécule {Girardin et Brossard, 1990}, La
cyclosporine A, qui est un immunosuppresseur, inhibe l'activation des lymphocytes
T helper (Schreiber et Crabtree, 1992), notamment en bloquant la synthése d'TL-2
(Thomson et al., 1986). D'autre part, I'lL-2 est capable d'augmenter 'HRT su
d:mtrochlombenzéne (DNCB) chez des souris sensibilisées A cet allergine de contect
(Zaloom et al., 1991).

Ainsi, lexpénence 8 été répétée, en incluant dans le protocale expérimental un test
cutané pour mesurer I'HRT dea lapins aux antigénes de tiques.

3.24. Expérience complémentaire

3.2.4.1. Remarque préliminaire

Le groupe CRés ne comprend que trois lapins, car nous connaissons déja
bien ce moddle expérimental. Le nombre de tiques récoltées reste suffisant pour les
analyses statistiques. Dans cette expérience, l'attention eat plutit focalisée sur la
comparaison du groupe TIL-2 avec son contrdle direct CDir.

8.24.2. Réponse cellulaire des lapins

3.2.4.2.1. Test cutané
Les lapins subissent le test au jour 26, cest-a-dire au moment

correspondant au début de la seconde infestation de l'expérience décrite plus haut
(3.2.2.).

La zons de peau témoin, site d'injection du tampon de dilution de Pantigéne (RPMI
1640), réagit ds manidre équivalente dans les trois groupes (figure 18, page 41). Seul
un léger épaississement est mesuré & 6b; celui-ci disparait ensuite complétement.
Les résultata du tast concernant la répense & 'EGS sont présentés a I'état brut, sans
avoir sonstrait les valeurs de la zone de peau témoin, puisque celle-ci n'évolue pas et
réagit ds la méme manidre dans les trois groupes (figure 19, page 41).

Les lapins CDir développent, dans la premidre heure, une réaction cutanée passageére
mais significative & 'EGS (p<0.05 4 50 minutes). La pesu commmence A s'épaissir
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N* - Epaississernent de 1a pean an site dinjection {(mm x 10-%)
lapin  10' 20° 30" 40" 50" 60' ©h 2dh 48h 72h 96h
TIL-Z2 1 80 &8 41 51 64 B5 202 431 *441 *325 *311
2 12 156 31 40 8 38 74 288 *347T 283 *272
3 4 46 69 658 85 9T 202 208 *295 130 66
4 3 4 35 30 25 14 3B W02 T2 6561 40
5 15 10 41 55 63 60 63 71 T1 48 M4
CDir 6 33 49 62 64 64 B4 175 233 *163 B6 60
7 31 21 35 41 94 8 81 17 205 113 75
8 12 14 11 20 50 30 T 170 *179 *137 122
9 3 83 88 113 101 B 126 178 T3 33 28
10 14 4 339 54 70 T0 48 155 127 101 69
CRéa 11 49 43 63 50 B0 60 100 210 *174 *148 153
12 3% 36 45 42 32 42 69 81 92 93 @
13 0 14 23 19 16 28 63 64 94 38 2

*: indurationa

Fableau 6: Test cutané. Réaction & 'EGS. Mesures individuelles

? ta peau
]

Epaissigsement d
{mm x 10"

= Coir
[ CRés

1 oz

10 200 30 40 50 60 6h 24h 48h 72h 96h Temps

Figure 18: Test cutané. Réaction an tampon de dilution de

400+

g

Epaississement dg [a peau
_, tmmx10%)
g 8

0+

l'antigéne (RPMI 1640). Moyennes + SE.

3 CDir
CRés
| T2

10 20 30 40 S0 60' 6h 24h 48h 72h 96h Temps

Figure 19: Test cutané. Réaction 4 I'EGS. Moyennes = SE.



TiL-2 (n=5) CDir (n=5) CRé&s (n=3)

1ére infestation 5 tiques/lapin 6 tiqueslapin 25 tiques/lapin
Poids des tiques gorgées (mg) 1655+ 969 (26) 178.7 + 896 (20) 165.7 + 80.1 (74)
Nutrition perturbée {tiques <100 mg) 30.8% 8) 20.0% 4 243% (8
Fréquence de ponte (%) 80.8% (21) 850% Q7 87.8% (66}
Poids des pontes (mg) 543433 (21} 769+ 360 AT 84.7+ 403 (66)
Retndement de ponte ) 0.25x 017 {(21) 0.36+0.18 (17 0,29 +0.18 {66}

Légende, voir tablean 5
Tableau 7: Biologie des tiques. Expérience complémentaire.

©pm nets x 10°

Figure 20: Transformation lymphoblastiqus.
Réponse 4 'EGS. Moyennes + SE.
**: pc0.01 entre CDir et TIL-2
#: p<0.05 entre CDir et CRés

O Coir

-1 5 12 Jour

Figure 21: Transgformation b'mphoblam:iéue.
Réponse & la conA. Moyennes = SE.
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dans les trois groupes aprés 6b. Un maximum est atteint aprés 24h dans les groupes
CDir et CRés (p<0.001 et p<0.01 respectivement), et aprés 48h dans le groupe TIL-2
(p<0.001). Les réponses mesurées dans les trois groupes ne sont pas significativement
différentes, probablement en raison de Yimportance des variations individuelles. Un
examen des mesures effectuées pour chaque lapin (tableau 8, page 41) montre que
trois individus TIL-2 (n°1-3) développent des réactions cutandes spectaculaires,
accompagnées de fortes indurations, A 24h, 48h et 72h. Des indurations sont
également conatatées chez les Japins 6, 8 (CDir) et 11 (CRés), mnris les
épaississements da peau ne sont pas aussi importants que chez les lapins TIL-2. Par
contre, les individus 4 et 5 (TIL-2) ne présentent pas de réponse nette A 'EGS.

3.24.2.2. Transformation lymphoblastique

Comme pous Yavious vu précédemment, une réponse significative des
lymphocytes en présence d’'EGS (figure 20) est mesurée dans les trois groupes dés
Je jour 6 (p<0.01). Contrairement & notre premidre expémence {chap. 3.2.2.), la
prolifération lymphocytaire augmente progressivement aprés le détachement des
tiques jusqu'au jour 25, date de notre dernidre prise de sang. Une comparnison des
groupes montre que la réponse des laping TIL-2 & I'EGS est toujours
significativement plus basse que celle des lapins CDir (p<0.01). Dés le jour 12, ls
réponse du groupe TIL-2 est également inférieure & celle du groupe CRés.

La prolifération en présence de canA la plus élevée est observée dans le groupe CDir
(figure 21). L'écart avec les deux autres groupes est significatif (p<0.05), mais
semble indépendant de 'expérience effectuée. En effet, cette différence de réponse
existe déjA au jour -1, cest-a-dire avant toute expérimentation des lapins.

Plug intéressante est la diminution de prolifération lymphocytaire 3 nouveau
présante dans les trois groupes de lapins pendant la durée du repas sanguin des
tiques. Cette baiasse est significative (p<0.05 au moins).

3.2.4.3. Blologie des tiques

Seuls les paramdtres suscitant un commentaire sant présentés dans le
tablaau 7.
La moyenne du poids des tiques récoltées sur les lapins CRés semble anormalement
basse par rapport & tous nos résultats précédents. Jusqu'd présent en premidre
infestation, les ectoparasites s'étaient toujours mieux nourris sur des lapins
fortement infestés {comme CRés) que sur des individus avec une charge parasitaire
faible (comme CDir). La ponte et le rendement de ponte sont également plus bas que
dans le groupe CDir, sans qu'il soit possible d’en expliquer la cause,

Les effets de I'[L-2 sur la biclogie des tiques ne sont pas aussi spectaculnires que lors
da Ia premidre expérience, mais ils sont comparables. Le repas sanguin et la ponte
sont en moyenne plus perturbés dans le groupe TIL-2 que dans les groupes contréles,
8t 1 rendement de ponte y est aussi le plus bas. Ces trois paramdtres, poids des
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tiques, des pantes et rendements de ponte, sont représentés sous forme
d'histogrammes ds fréquences dans la figure 22 a.b et ¢. Dans chaqua cas, la
distribution obtenue pour le groupe TIL-2 est mains favorable aux ectaparasites que
chez les contrdles: les classes de faible poids d'engorgement sont mieux représentées
(<100mg}; un plus grand nombre de tiques ne peuvent pas pondre ou pondent tris
peu d'oeufs; de mauvais rendements de ponte sont plus fréquents, surtout par rapport
au groupe CDir. Les deux histogrammes sont d'ailleurs significativement différents
{p<0.05). Ces résultats confirment ainsi ceux de la premidre expérience avec I'IL-2,

3.2.5. Diascussion

L’effet bénéfique de I'[L-2 sur les phénoménes de résistance a déja &été montré dans
plusieurs modeles parasitaires. Des injections d'IL-2 directement dans les nodules
infectieux de patients souffrent de leishmaniose (L.aethiopica) provoquent un afflux
da cellules CD4* et une diminution significative du nombre d'amastigotes dans les
1ésions (Akuffo et al., 1990). Chez des souris infectées par T.cruzi, une seule injection
intrapéritonéale de 1'500 unités d'TL-2 suffit pour lever I'immunosuppression induite
par le parasite, pour diminuer la parasitémie et prolonger la durée de vie de I'hite
(Choromanski et Kuhn, 1985). L'IL-2 humaine s'est montrée également efficece dans
des cas d'infections bactériennes par Mycobacterium leprae (Kaplan e al. 1989; 1891),
H pleuropneumoniae (Anderson et al., 1987), et Listeria monocytogenes (Haak-
Frendscho et al., 1989; Haak-Frendscho et Czoprynski, 1992). Dans ce dernier
exampls, des injections intraveineuses de la lymphokine & des souris diminuent le
degré d'infection et le temps de "clearance” de I'agent pathogine. Elles améliorent
également chez des souris la résistance scquise par tranefert de cellules spléniques
provenant d’animaux immunisés contre la bactérie. L'effet in vivo de I'TL-2 dans les
systéme hétes/tiques n'avait cependant jamagig été studié auparavant.

Den doses trés faibles de lymphokine ont été inoculées aux lapins afin d’éviter tout
effet secondaire indésirable. Des doses masgives d'1L-2 (3x10° unités/kgfjour) peuvent
induire des dysfonctions pulmonaires, cardiaques et hépatiques graves chez les lapins
(Goldblum et al., 1990; Marshall et al., 1990). Plus proche de nos cenditions
expérimentales, des doses da 10° unités’kg d'IL-2 recombinante humaine provoquent
diarrhées et inappétence chez des pores traités par voie intramusculaire (Andersen
et al., 1987).

Dans notre cas, la quantité d'IL-2 sdministrée aux lapins lors de la premiére
expérience, soit 4.5x10° unités par injection (10 fois), permet de renforcer la
résistance développée contre les ectoparasites sans provoquer d'effets indésirables.
Les doses utilisées gemblent toutefois limites: leur diminution de 15% lors de la
deuxitme expérience (3.8x10° unités) se traduit par une baisse importanta de
I'influence du traitement sur la biologie des tiques. Paur cetts raison, nous avans
choisi de commenter principalement les résultats de la biologie des tiques récoltées
lors de 1a premi2re expérience, qui sont les plus nets et les plus completa.
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Gréce su traitement 2 I'IL-2, les lapins infestés par un petit nombre de tiques
deviennent fortement résistants aprés une 6eule infestation déjd. En réinfestation,
les altérations du repas sanguin et de la ponte sant beaucoup plus graves dans le
groupe TIL-2 que dana le groupe contréle direct CDir. La résistance des lapins TTL-2
semble méme étre supérieure i celle des lapins “contréles résistanta” CRés.

En premitre infestation déja, le paids d'engorgement et le rendement de ponte sant
diminués chez les tiques nourries sur les lapins TIL-2. Nous ne pouvons exclure ici
un effet toxique direct de la lymphokine sur les ectoparasites. Il est cependant peu
probable car les injections d'IL-2 sont pratiquées en un point éloigné des sites de
fixation des tiques et par voie sous-cutanée. De plus, la demi-vie de ’hormone dans °
le plasma est trds courte: environ sept minutes si Padministration est intraveineuss
(Lotze et al., 1985).

Les injections ¢'IL-2 semblent plutdt avoir un effet immédiat sur la répanse des
lapina. Une meilleure activation du systdme immunitaire pendant la phase
d'induction de la réponse (premitre infestation), et la formation d’'un grand nombre
de cellules & mémoire, peuvent expliquer le renforcement de 1a résistance observée
lors de Is seconde infestation.

L’IL-2 peut sgir sur ls réponse & médiation bumarale. Ainsi Weyand et al. (1986)
signalent chez des souris une production polyclonale d'IgM en réponse A des doses
massives d'lL-2. Chez des souris infectées par T.cruzi et traitées a I'IL-2, une
sugmentation des 1gM et dea IgG spécifiques est observée, qui g'accompsgne d'une
meilleure pratection de I'hdte contre le pathogéne (Choromanski et Kuhn, 1987). Dans
une expérience de vaccination de bovins contre I'herpés, une élévation des titres
d'anticorps spécifiques est mesurée dans le sérum des animsux ayant regu de I'IL-2
comme adjuvant (Reddy et al., 1989). La résistance au virus conférée par ls vacein
pourrait étre liée & des phénoménes d’ADCC (antibody-dependent cellular
cytotaxicity), favorisés par Is lymphokine.

Cependant, d'autres suteurs sont moins catégoriques quant A 'effet da ['1L-2 gur 1a
réponse humorale. Chez des cobayes immunisés contre le virus Herpes simplex, le
taux d'IgG n'est pas sugmenté par le traitement (Weinberg et Merigan, 1988),
Nunberg et of. (1989} mentioonent des résultata similaires avec des souris vaccinées
contre la rage et traitées avec la lymphokine. Enfin, Kawashima et Platt (1989)
ohssrvent bien une élévation des titres d’anticorps due & I'IL-2 chez des porcs
vaccinés contre un virus pseudorabique, mais sans ohtenir un effet protecteur aceru.
Dang notre étude, l'examen das titres d'IgM totales par immunodiffusion radiale
n'spporte sucun renseignement concernant le mode d'action de la lymphakine.
Rappelons que seules de trés légéres sugmentations de concentration sont mesurées
dans les groupes contrflea. Utilisant le méme test d'immunodiffusion radiale,
Papatheodorou (1984} n'a pas nan plus constaté d’angmentation des IgM totales chez
des lapins infestés par I.ricinus. La méthode de détection des immunoglobulines
utilisée est sans doute peu sensible. Cependant, un test ELISA TgM conventionnel
(résultate non présentés) ne fournit pas plus de renseignements.
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Les titres d’anticorps 1gG mesurés chez les laping T1L-2 paraissent inférieurs, mais
ne différent pas significativement de ceux des lapins CDir. Par contre, la production
d’anticorps anti-EGS du groupe T1L-2 est besucoup plus basse que dans le groupe
CRés. La réponse anticorps IgG des hétes reste donc avant tout dépendante de la
charge parasitaire (chapitre 3.1.4.; Schorderet et Brossard, 1993a)}. L'effet protecteur
de I'IL-2 ne sernit pae dii, dans notre modile, & une amplification de la réponse &
médiation humarale,

Dans les deux expériences, la réponse des lymphocytes & I'EGS est plus basse chez
les laping T1L-2 que chez les lapine contriles (surtout en comparaison de CDir).
Plusieurs explications sont possiblea:

a) Lotze ef al. (1985) montrent qu'un traitement in vivo & I'IL-2 est susceptible de
provoquer des modificetions du nombre et de 1a compasition des sous-populations de
lymphocytes circulants, ¢ce qui pourrait influencer les tests.

b) Les lymphocytes spécifiques seraient moins nombreux dans le sang circulant, soit
en raison de leur accumulation et de leur rétention dans les ganglicns régionaux
drainant les sites de fixation des tiques, socit & ceuse de leur migration plus rapide
et plus maesive en direction de ces sitea.

La réponse lymphocytaire spécifique a été vérifiée apréa traitement & U'IL-2 chez des
cobayes infectés par H.simplex (Weinberg et Merigan, 1988} et chez des porcs
vaccinéa contre le virus pseudorabique (Kawashima et Platt, 1989). Dans les deux
cas, la prolifdrstion des lymphocytes sn présence d'un antigdne n'est pas
significativement modifiée par 'IL-2. I1 est possible que le test de traneformation
lymphoblastique ne soit pas adéquat pour déceler un effet direct de I'IL-2 sur
l'immunité & médiation cellulnire. ‘

Plusieurs auteurs (Latze et al., 1985; Kradin et ol., 1989; Reddy et al, 1989)
observent une baisse de la réponse A ia conA chez les sujets traités. Les doses de
lymphokins utiliséea dans ces études sont beaucoup plus élevées que celles qus nous
avons choisies, et provoguent de gravea effets secondaires. Par contre, et comme dans
nos expériences, les doses faiblea TL-2 ne semblent provaquer, chez des souris
infestées par L.monocytogenes, aucune modification de la prolifération des
Iymphocytes en présence de conA (Haak-Frendscho et al., 1989).

Le test ' HRT permet d'évaluer 1a réponse & médiation cellulaire de fagon plus fidéle
que le test de transformation lymphoblastique. En effet, la réaction requiert la
présence de cellules CD4* spécifiques aux antigénes injectéa (Meltzer et Nacy, 1989).
Elles libérent localement des médiateurs (MAF: macrophage activating factors) qui
retiennent et activent les monocytes, véritables effecteurs de I"HRT. Sous l'effet de
MAF tele que VINF-t ou I'IL4, ils acquiérent un pouveir cytotoxique dirigé non
spécifiquement contre tout agent pathogéne présent.
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Dans notre étude, trois lapins trrités a I'IL-2 développent des résctions I'HRT
spectaculaires. Des monocytes cytotoxiques se trouvant aux sites de fixation des
tiques pourrnient participer & la défense de l'hdte en détruisant des celiules
intestinales des ectoparasites aprés avoir été ingérés,

D’autres modes d'action delalymphokine doivent cependant intervenir, puisque deux
lapins traités ne présentent pas de réactions cutandes 4 I'EGS, bien que développant
par la suita une bonne résistance anti-tiques (résultate non présentés).

L’IL-2 g un réle activateur sur d’autres cellules immunitaires, comme les cellules NK
(Hefeneider et al., 1983), qui pourrpient, comme les monocytes, agir directement au
niveau des tissus de 1a tique. Cependant, une activité NK n’a pas eucore été mise en
évidence chez le lapin (Laybourn et al., 1990). Si elle existe, elle n'est pas décelable
par les méthodes conventionnelles.

Un extrait de glandes salivaires des tiques D.andersoni diminne sensiblement la
production in vitro d'IL-2 par des splénocytes de souris non infestées, activés par de
1a conA (Ramschandra et Wikel, 1992). Des prostaglandines, en particulier 1a PGE,,
sont présentes dans la salive des tiques (Ribeiro et al., 1992), on sont produites par
Théte dans les réactions inflammatoires (Goodwin et Webb, 1980). La PGE,, minsi que
Thistamine, sont des inhibiteurs de la production d'TL-2 par les cellules T (Walker et
al., 1983; Dohlsten of al., 1988; Phipps et al. 1991). [’'administration répétée d'1L-2
aux lapins pendant la phase d'induction de 1a réponse inverserait les effets
inhibiteurs de ces molécules et permettrait une meilleure réponse primaire. Elle
favoriserait la formation d’'une plus grande quantité de cellules & mémaire assurant
une réponse secondnire plus rapide et plus forte.

3.2.8. Conclusion

Cette étuda a permi de montrer que les injections d'IL-2 ont un effet spectaculaire
sur la résistance des lapins contre les tiques: le repas et la ponte sont perturbés
précocement et de manidre plus importante que chez les tiques nowrries sur des
individus non traités. La combinaison faible charge parasitaire et traitement a I'IL-2
est efficace pour I'obtention d’animaux trés résistants. Cependant, le mode d’action
da I'[L-2 sur le systame immunitaire des hétes reste peu évident. L'IL-2 semble agir
sur le compartiment cellulaire de la réponse imrune, mais les indices sont faibles.
L’emploi de doses de lymphokine plus élevées, une étude précise des sous-populations
de cellules présentes aux sitea de fixation des tiques, Putilieation d'inhibiteurs des
prostaglandines sont des moyens qui permettraient peut-étre de préciser la fonction
de I'IL-2 dans ls modile lapins-tiques. '
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3.3. Effets du TNF-x sur P'acquisition de 13 résistance st sur la réponss
Immunitaire des lapins infegtés

3.3.1. Remarque préliminaire

Le TNF-o. recombinant humain est biologiquement actif chez le lapin (Marimata et
al., 1989). Cette cytokine joue un réle important dans les phénomenes inflammataires
(Warren, 1990), notamment au nivean de 1s pesu (Beutler et Cerami, 1989).

La pigiire des tiques provoque une inflammatian locale de 1s pesu, laissant présumer
une intervention de cette cytokine dans les relations héte/tiques. Notre modale rend
difficile une anslyse directe des facteurs produits aux sites de fixation des
ectoparasites, en raison du peu de réactifs spéafiques de lapin disponibles sur le
marché. Nous avans donc choisi d'intervenir de manidre systémique sur ’hite afin
d'abserver les modifications éventuelles de sa répgnse.

Dans un premier temps, la neutralisation du TNF-a a été recherchée par une
vaccination des hates contre la cytokine. L'effet de cette neutralisation a été mesuré
sur la biologie des tiques et sur la réponse immunitaire des lapins.

Dans un second temps, les effets directs de la cytokine sur la bislogie des tiques et
la réponse des hotes ant 4té mesurés. Ainsi, du TNF- s &té injecté aux lapins par
vais intraveinevse pendant les infestations. Chez des sauris traitées de cette manidre,
30% ds 1a dose de TNF-t injectée se retrouve accumulée su niveau de la peau aprés
huit minutes {Beutler 2¢ al., 1985¢).

3.3.2. Vaccination contre le TNF-a

3.3.2.1. Titres d’anticorps anti-TNF-a

Apr®s le premier rappel (R1, figure 23), deux lspins vaccinés (3 et 4),
présentent déja une élévation significative de leur titre d'anticorps anti-TNF-
(p<0.001). Dés le second rappel (R2), la production est significative chez tous les
animaux. Elle augmente encore aprés le troisidme rappel (R3). Les titres dépassent
alors les valeurs obtenues avec le sérum commercial (voir annexs IV), et sont
suffisamment élevés pour procéder 4 la premidre infestation. Lors dela prise da sang
effectuée une semaine sprés la fin de celle-ci (Inf 1), les titres d'anti-TNF-¢ marquent
une baisse chez tous les lapins. Un quatridme rappel (R4) les stabilise, alors qu'une
seconde infestation s'accompagne d’'une nouvelle diminution des taux d'anti-TNF-u
chez tous les animsux, & I'exeeption du vacciné n°3. Aucune production d’anticorps
dirigés contre la cytokine n'est détectée chez les lsping témains.

3.3.2.2. Réponse humorale conire FEGS
Apres le premier contact avec les tiques (Inf 1, figure 24), I'élévation du
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titre d’anti-EGS ezt significative dans les deux groupes de lapins (p<0.001). La
seconde infestation eatrafne une nouvelle production Jd'TgG spécifiques, sans
différence statistique entre les lapins vaccinés et les témoins.

3.3.2.3. C3 sérique

Comme les anticorps antl-EGS le taux de C3 sérique eat vérifié tout au long
de 'expérience (figure 25, page précédente). La premidre prise de sang effectuée
apraas le premier rappel (R1), réveéle une augmentation de la concentration de C3 dans
le sérum des laping vaccinés. Elle devient significative par rapport a la mesure
effectuée avant le début de la vaccination (C) déa le second rappel (p<0.01). Elle va
le rester jusqu’a la fin de Pexpérience, ceci malgré une légére diminution du taux de
C3 aprés le troigidme rappel (R3) et la premidre infestation (Inf 1). Déa le début du
traitemeat, le taux de C3 sérique des lapins vaccinés est significativement plus €levé
que celui des animaux témoing {(p<0.001). Ce dernier varie pen pendant la durée de
l'expérience.

3.3.2.4. Réponse cellulaire des lapins: analyse par transformation
lymphoblastique

3.3.24.1, Remarque

La réponse lymphocytaire des lapins n'est pas mesurée A chaque prize de
sang, les préldvements pratiqués apréa lea rappels servant surtout a vérifier les titres
d’anticorps anti-TNF-q.

3.3.2.4.2, Réponse & I'EGS

Le premier test est effectué apr2e le second rappel (R2, figure 26). La
réponse lymphocytaire eat meilleure en moyenne chez les lapins vaccinés que chez
les animaux témoins, alora qu’il a’ont pas encore été infeatéa. Aprés le troisidéms
rappel (R3), la gituation reate identique A la prise de sang précédente, bien que la
prolifératioa soit un peu plus faible dans le groupe vacciné. Le contact avec lea tiquea
(Inf 1 et Inf 2) induit une augmentation progressive de la répoase & 'EGS dans le
groupe témoin. Dans le groupe des vaccinés, la prolifération lymphaocytaire eat plus
élevée lors de la premiére infestadon. Aucune deg différences obgervées entre les
groupes ou les prises de sang n'est statistiquement significative, probablement en
raisoa du peu de lapins et de la variabilité dea réaultats.

3.3.2.4.3. Réponse 4 la cond

La réponse lymphocytaire des lapines témains reate inchangée durant toute
Pexpérience (fgure 27). Par contre, d'importantes variations sont observées chez les
lapins vaccinés. La prolifération mesurée apras les secoad et quatridme rappela (R2
et R4) eat significativement plug élevée que lors des autres prises de sang (R3, Inf' 1
et Inf 2; p<0.05). La réponse eat alora supérieure en moyenne A celle des témoins. Le
nombre de dounées est & nonveau trop petit pour mettre en évidence une différence
gignificative entre les deux gronpes de lapins.



Vaccinés Témoins
1ére infestation (n=4) (n=3)
Temps de gorgement (§ours) 8709 (B4 7.0:10 &7
Poids des tiques gorgées (mg) 188.9x99.6 (34) 214.3x64.2 (67
Nutrition perturbée (tiques <100 mg) 21.3% (20) ** 4.5% (61 I
Fréquence de ponte (%) 80.9% (76) 91.0% (61)
Poids des pontes (mng) 907+ 466 (76) 974+ 360 6D
Rendement de ponte D40+ 013 (75) 043+011 (1)
Fréquence d'éclosion des pontes (%) 79.0% (60} T71% 47)
2&me infestation Vaccinés Témoins
Temps de gorgement (jours) ¢ 75x16 (87 ¢ 78216 (64)
Poids des tiques gorgées (mg) ¢ 1389+ 888 (8D d 1317 £ 67.2 (64)
Naotrition perturbée (tiques <100 mg) a 379% {33y ¢ 297% (19
Fréquence de ponte (%) 828% (72 79.7% (61)
Poids des pontes (mg) b 65.0:433 (720 4 525:333 (61)
Rendement de ponte a 037012 (72) d 0.34:0.13 (51)
Fréquence d'éclosion des pontes (%) 889% (64) 86.3% @)
Moyennes z éc-t.ou% **: p<0.001

n: nombre de lapins
(): pombre de tiques

a: p<0.05; b: p<0.01; c: p<0.001;
d: p<0.0001: entre infestation 1 et 2

Tableau 8: Biologie des tiques
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Figure 28: Histogrammes de frégnencea. Poids dea tiques gorgées.

a) 1ére infeatation
b) 2éms infestation
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3.3.2,5. Biologie des tiques

Le tableau 8 prégente la biologie des tiques de maniére globale. En
premi2re infestation, les différences entre les lapins vaccinés et les témoins sout
faibles, A4 Il'exception du nombre de tiques de moins de 100mg qui est
significativement plus élevé chez les laping vaccinés (voir tableau pour les valeurs de
p). Les moyennes du poids des tiques gorgées, du poids des pontes et du rendement
de ponts sont aussi plus basses dans ce groupe.
Eu seconde infestation, les lapins des deux groupes développent une résistance. Le
poids des tiques et des pontes, ainsi que le rendement de ponte diminuent
significativement. Le nombre de tiques pesant moins de 100mg angmente et le temps
de gorgement est prolangé. Par contre, les fréquences de ponte et d'éclosion sont peu
modifides. Les deux groupes ne sont pas différents statistiquement, avec toutefois
plus de tiques dont la nutrition est perturbée sur les lapins vsecinés.

Les données concernant le poids des tiques gorgées sont analysées plus en détail au
moyen dhistogrammes de fréquences. La distribution en classes du poids des tiques
de premidre infestation (figure 28a) difféere significativement d'un groupe a l'autre
(p<0.01). On constate un nombre plus grand de tiques pesant moins de 100mg dans
le groupe vacciné (voir aussi tableau 8).

A I3 deuxidme infestation (figure 28b), la distribution des poids est décalée vers les
valeurs faibles, signe de l'apparition d'une résistance chez les lapins des deux
groupes. Le phénom2ne parait plus accentué chez les témoins, ol sucune tique ns
péss plus de 300mg au détachement. Les deux histogrammes ne sont pas
statistiquement différents.

3.3.3. Remarques

Les différences de réponse immunitaire observées entre les animaux vaccinés et les
témains (concentration de C3 sérique, réponse lymphaocytaire & 'EGS et 4 1a conA)
-gont vraissemblablement duss a l'action directe du TNF-¢ injecté lors de la
vaccination, plutét qu’a la neutralisation de la cytokine.

Les titres de C3 sérique augmentent significativement chez les lapins vaccinés dés
18 second rappel. Or, il est connu que le TNF- est capable d'activer la production
hépatique de C3 (Pepys, 1992).

Dans les tests de transformation lymphoblastique, les lymphocytes des lapins
vaceinés montrent unse plus grands capacité d'activation face 4 'EGS et 4 la conA.
Les cellules répondent intensément aux antigénes de tiques bien avant la premidre
infestation, ce qui n'est pas le cas pour le groupe témoin. La prolifération des
Iymphocytes en présence de conA est aussi généralement plus élevée dans le groupe
vacciné, Cet état d'activation pourrnit étre di au TNF-a lui-méme, car cette cytokine
peut sugmenter directement, du moins in vitro, la prolifération de lympbocytea T en
réponse A des antigénes ou des mitogénes (Yokota et al., 1988).
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Les effeta modérés du traitement sur la hiologie des tiques résulteraient d'une action
antagoniste des anticorps anti-TNF-a et de la cytokine elle-méme. .
Le traitement des lapins par injection de TNF-a pendant les infestations complétera
l'expérience de vaccination tout en facilitant Vinterprétation des résultats.

3.3.4. Traitement avec le TNF-a

3.3.4.1. Remarque préliminaire

" Le traitement des animaux avec du TNF-a recombinant humain n'a pas
entrainé de production d’anticorps apécifiques, qui aursient pu neutraliser les effets
de la cytokine et fausser les résultata. Cette expérience eat, par conséquent, opposée
4 la précédente.

3.3.4.2. Réponse humorale contre 'EGS

Les injections de TNF-« n'ont pas d'effet sur la réponse IgG des lapins aux
antigénes de tiques (figure 29). Les deux groupes de lapins ont des titres équivalents
durant toute P'expérience. Il en est de méme pour la production d'IgM totales (figure
30). '

3.3.4.3. C3aérique

Les variations du taux de C3 sérique observées durant I'expérience ne
semblent pas dépendre du traitement au TNF-a (figure 31). La présence des tiques
sur les hétes (jours § et 31) provoque une élévation temporaire de la concentration
de C3 dans les sérums des témoins, qui est significative au jour 5 par rapport a la
mesure effectude avant le début de l'expérience (jour -1, p<0.05). Dans le groupe
traité, 'augmentation du taux de C3 est également significative au jour 5 (p<0.001),
mais un maximum est atteint au jour 12 de l'expérience, soit apris le détachement
des tiques de premidre infestation et la fin des injections de cytokine (p<0.001).
Pendant la seconde infestation (jour 31}, un nouveau pic de concentretion est mesuré
dans les deux groupes (p<(0.001 par rapport au jour -1).

3.8.4.4. Réponse cellulaire des lapins: transformation lymphoblastique

3.3.44.1. Réponse a 'EGS

' La réponse lympbocytaire & FEGS des lapins traitéa est plus élevée en
moyenne que celle des lapins témoins (figure 32, page suivante). Cependant, le
nombre de données A disposition n'est pas suffisant, compte tenu de la dispersion des
résultats, pour metire en évidence une différence statistique entre les deux groupes.
Si I'on ge réfere aux expériences précédentes, les proliférations mesurées au jour &
(premiére infestation) semblent anormalement basses pour dea lapins infestés par 20
paires de tiques adultes. D'autre part, la réponse cellulaire & VEGS diminue & la
seconde infestation (jour 31), ce que nous n'avians jamais observé jusqu’a présent.
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3.3.442, Réponse a la conA
Contrairement & 'expérience de vaccination, la réponse lymphocytaire des
" lapins & la conA r'est pas ici influencée par le traitement au TNF-o. (figure 33). Par
contre, comme dans les expériences précédentes, une baisse temporaire de
prolifération #st mesurée dans les deux groupes su moment des infestationa (jours
5 et 31).

3.3.4.5. Réponse cellulaire des lapins: migration de neutrophiles

Le traitement des lapins au TNF-o ne medifie pas le comportement de leurs
neutrophiles face au facteur chimiotactique (C5a) contenu danz le sérum activé au
zymosan A (SAct, figure 34). Le contact avec lea tiques semble stimuler les cellules
qui devienneot plus mobiles. Le nombre de neutrophiles ayant migré est
significativement plus élevé pendant ou juste sprés les infestations (jours §, 12 et 31),
qu'avant le début de 'expérience (jour -1) ou apr2s une période libre de tiques (jour
25, p<0.05 au moins).

3.3.4.6. Biologie dea tigues

En premidre infestation, pen de différences apparaisaent entre les deux
groupes ds lapins (tableau 9, page suivante). Seul le pourcentage de tiques pesant
moins de 100mg est beaucoup plus faible dans le groupe de lapins traités que dans
le groupe témoin (voir tableau pour les valeurs de p). Ceci influence 1a moyenne du
poide des tiques gorgées, plus élevée de 13% dans le groupe traité, ninsi que la
fréquence da pontes. Les autres paramétres mesurés sont, par contre, équivalents
dans les deux groupes.
A la seconde infestation, lea lapins dea deux groupes sont résistants. Cependant, lea
tiques nourries sur les lapins traités se sont gorgdes significativement plus vite et
sout plus groases que celles des animaux témoins. Le poids et le rendement de ponte
sont également plus édlevés dans le groupe iraité. Enfin, Pembryogendse n'est
perturbée qus dans le groupe témoin,

Afin ds détailler un peu plus les résultats, Ihistogramme de fréquences du poidas des
tiques gorgées est analysé.

La distribution en classes du poids des tiques de premiére infestation (figure 35a,
page suivanta) illustre 1ss résultats du tableau 9. Les classes ds poids élevés sont
mieux représentées dana ls groupe traité que dans le groupe témoin.

En deuxitme infestation (figure 356b), la courbe de répartition obtenue pour le
groupe témoin est fortement décalés vers les poids légers. Dans le groupe traité, le
phénoméne est moins marqué: le poida dea tiques gorgées dépasse souvent 200mg.

3.3.4. Discussion
La producﬁoa d’anticorps contre PEGS n'est pas modifiée par la vaccination aski-

TNF-x, ni par les injections de TNF-a au cours des infestations. L'influence de la
cytokins sur 13 réponse & médiation humorale semble varier en fonction de son mode



Traités Témoins

1ére infestation (n=5) (n=2)
Temps de gorgement (jours) 75:x15 (91) 76=16 (36)
Poids des tiques {mg) 2076842 (91) 180.7 = 96.7 (36)
Nutrition perturbée {tiques <100 mg) 11.0% o™ 25.0% ®r
Fréquence de ponte (%) 92.3% 84) 83.3% (30)
Poids des pontes (mg) 818+ 386 (84) 824379 (80)
Rendement de ponte 036010 (84) 0372011 (B30
Fréquence d'éclosion des pontes (%) 96.4% 81) 98.7%  (29)

2éme infestation Traités Témoins
Temps de gorgement (jours) c 84214 (B2 ¢ 91=:11 (2°*

Poids des tiques (mg)

Nutrition perturbée {tiques <100 mg)

Fréquence de ponte (%)
Poids des pontes {(mg)

d 1147+ 786 {52)
d 60.0% (26)
b 73.1% {38
¢ 525+431 (3814

¢ 826x424 (22)

b 63.4% (14)
63.4% (14

¢ 277:20.7 Q4[]

Rendement de ponte 0322012 (BBl b 0.24:014 QO[]
Fréquence d'éclosion des pontes (%) 921% (38°* b 84.3% (@~*
Moyennes  éc.-t. o2 % " pc006

[*]: 0.05<p<0.06
a: p<0.05; b: p<0.01; c: p<0.001;
d: p<0.0001: entre infestation L et 2

n: nombre de lapios
{): nombre de Liques

Tableau 9: Biclogie des tiques
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d’administration et du modele choisi. En effet, des souris sensibilisées avec des
globules rouges de mouton, voient leur réponse en mnticarps sugmentée par des
injections intrapéritonéales de faibles quantités de TNF-a (Ghiara et al., 1987). La
méthode des plages de lyse directe utilisée dans cette étude, met en évidence an
niveau de la rate une augmentation du nombre de cellules sécrétrices d'anticorps
spécifiques, qui sont surtout des IgM (Roitt et al., 1985).

La vaccination des animaux contre le TNF-a entraine une élévation significative de
la concentration de C3 sérique. Le C3 fait partie des protéines de phase aigu#
produites par le foie, dont 13 concentration plasmatique augmente lors de réactions
inflammataires (Pepys, 1992). La production et la libération de ces protéines est sous
contrdle de cytokines telles que I'lL-1, 'IL-6, et le TNF-u (Titus et af., 1991).

Dans notre modéle, 1a concentration de C3 augmente rapidement dans le sérum des
lapins vaccinés. Dés le premier rappel, celle-ci est d&ja beaucoup plus élevée que chez
les animaux témoins. Le TNF-a injecté au cours de la vaccination pourrait activer la
synthése hépatique de C3, directement ou par I'intermédiaire de I'lL-6, et déterminer
T'élévation du titre sérique de cette protéine.

Quand le TNF-a est administré par voie intraveineuse aux lapins, aucune différence
entre le taux de C3 sérique des animaux traités et celui des témoins n'est observée.
Uns augmentation de la concentretion est mesurée dans les deux gronpes au
cinquidme jour de chaque infestation, ce qui confirme les observations de
Papatheodorou et Brossard (1987). Le TNF-0 a une demi-vie de six A sept minntes
dans le sang (Beutler et al., 1985¢). Ce laps de temps est peut-&tre trop court pour
influencer significativement la preduction hépatique de C3, qui reste dépendante da
la présence des tiques en train de se nourrir an moment des injections. Dans
l'expérience de vaccination, le TNF-a est émulsifié dans de I'adjuvant de Frsund
avant d'étre injecté intradermiquement, ce qui assure une diffusion beaucoup plus
lente et une présence sans douta prolongée de la cytokine dans l'organisme ds
l'animal.

La réponsa lymphocytaire & 'EGS est généralement plus élevée dans les groupes
vaccinés et traités que chez les animaux témeins. En présence de conA, les cellules
des lapins vaccinés réagissent aussi plus intensément. Yokota et al. (1988) montrent
qua le TNF-a 8 un pouveir stimulant direct sur la réponse in vitro de lymphocytes,
face & un mitogene ou A un antigéne. Le TNF-a agit en augmentant la preduction
d'TL-2 et ¢ nombre de récepteurs a VIL-2 des cellules T (Vaszalli, 1992).

Dans notre cas, 1a sensibilité accrue des lymphocytes 4 FEGS ou 2 la conA observée
chez les animaux vaccinés et traités pourrait étre expliquée par un effet direct in vivo
du TNF-¢ sur les cellules.

Les neutrophiles participent intensément aux réactions inflammatoires provoquées
par la piqtire des tiques. Ils infiltrent trés rapidement et en grands nombres les sites
de fixation des ectoparasites. Les études histologiques concernant des lapins infestés
par H.a.anatolicum (Gill et Walker, 1985), R.appendiculatus (Walker et Fletcher,
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1986), Ivodes dammini (Wheeler et al., 1989), A.variegatum (Latif et al., 1990) et
surtout [ricinus (Brossard et Fivaz, 1982), montrent que les neutraphiles
prédominent dans la peau, aussi bien en primainfestation qu'en réinfestation. La
formation d'une cavité saus- les pitcea buccales de la tique et Yoedémisation de la
lésion sont forternent liéeg & leur présence (Tatchell et Moorhouse, 1970).

La salive dea tiques D.variabilis et D.andersoni contient dea principes qui provoquent
le clivage du C5. Le fragment C5a produit est un facteur chimiotactique pour les
neutrophiles, ce qui expliquerait leur infiltration précoce, massive et non spécifique
dans 1a pean infeatée (Berenberg ef af., 1972, Gordon et Allen, 1931a),

Noa résultats montrent que les neutrophiles prélevéa chez lez lapins infeatés
répondent plus maasivement au C5a contenu dana le SAct que des neutrophiles da
lapina indemnes ou librea de tiquea depuia un certain tempa (figure 34). Le nombre
de neutrophilea circulant dans le sang périphérique angmenta également pendant le
repas ganguin (régultats non présentés). Ainsi, comme naus avensa pu 'cbgerver pour
les lymphocytes, la présence des ectoparasites aur I’hite aemble etimuler fortement
I'activité de ces cellules.

Le traitement dea lapins par du TNF-a n'influence paa la migration des neutrophiles
in vitro. Pourtant, I'effet de la cytokine sur ces cellules est prouvé: le TNF-a peut
avoir une activité chimiotactique directe (Newman et Wilkingon, 1989; Rampart et
al., 1989) ou indirecte (Larsen et al., 1990), et active leur métabolisme (Livingston
et al., 1989). o '
Lea concentrations de TNF-a et la méthodologie utiliséea dans notre étude sont
gimilaires & cellea décrites par Otguka et al. (1990), qui observent une inhibition de
la migration in vitro dea neutrophiles chez des lapina traités au TNF-a. Cette
différence de résultats est difficile A expliquer:

- Le teat de migration utilisé dans notre travail n'est pas comparable avee celui da
Otsuka e al. (1990). Pour des raiaona pratiques, il eat effectué 24h aprés la prise
de sang au lieu d'étre fait immédiatement. L'effet inhibiteur du TNF-a sur les
neutrophiles pourrnit disparaitre progressivement chez cea cellules.

- La présence des tiques sur les lapina active les neutrophiles, ce qui pourrait
centrecarrer Uinhibition provoquée par la trajitement, et déerite pour dea animaux
indemnes.

Ces conaidérations nous permettent da commenter les résultats dea deux expériences
concernant la biclegie des tiques.

Rappelons qu'en premidre infestation, le nambre de tiquea dont la nutrition est
gravement perturbée est aignificetivement plua grand dana le groupa vacciné qua
dans le groupe témoin. La ponte et Pembryogentse na sont, par contre, pas modifiées
parla vaccination. Deux hypathésea basées sur des phénaménes différents pourraient
expliquer cea résultats:
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8) La présence d’'une concentration élevée de C3 dans le sang des lapins vaccinés,
Le complément intervient dans les mécenicmes de résistance contre les tiques,
particulidrement aprés activation par la voie alterme (Wikel et Allen, 1977).
Papatheadorou et Brassard (1987) gbservent une sugmentation du C3 sérique chez
des laping infestés par des adultes de Lricinus. Une concentration maximale est
mesurée au sixidme jour du repas sanguin; celle-ci est plus élevée lors de
réinfeststions. La protéine est sussi détectée en quantitds croissantes dans l'intestia
des tiques nourries sur des animaux résistants. Son activation pourrait occasionner
des dégits tissulaires, notamment au niveau de I'épithélium intestinal et causer des
perturbations de la digestion de 'hémoglobine. ’

Dans le site ds fixation des tiques, I'sctivation du systdme complémeunt induirait 1s
dégranulation des mastocytes par Fintermédiaire des anaphylatoxines C3a et Chs
(Siraganian, 1992). Chez les laping vaccinds, une concenteration élevée de C3 pourrait
8tre & l'origine de Vactivation d'un plus grand nombre de mastocytes et de
Vinfiltration précoce et magsive de basophiles. La quantité d'’histamine libérée
localement serait ainsi beaucoup plus élevée chez les animaux vaccinés que chez les
témains. La présence d'histamine dans les tissus est une ceuse importante de rejet
des tiques (Paine et al., 1983). Ceci pourrait expliquer le nombre plus important
d’ectoparasites détachés précocement ou faiblement gorgés (pesant moinsg de 100mg),
récoltéds dans le groupe vacdné. Seloa cette hypothése, les anticorps anti-TNF-o
a'auraient sucun effet sur la biglogie des tigues, les perturbations de 1a nutrition des
ectoparasites n'étant que la conséquence indirecte des injections de cytokine
effectuées lors de la vaccination.

b) La neutralisation du TNF-¢¢ par les anticorps spécifiques diminuerait
l'inflammation et Iinfiltration des neutrophiles. Une diminution des réactions

tissulaires de I'hdta serait défavarable aux tiques.

Les résultats de premidce infestation relatifs sux tiques nourries sur les lapins
traités avec des injections intraveineuses de TNF-¢ a'infirment aucuns des deux
hypothéses. Le pourcentage de femelles gorgées pesant moins de 100mg est cette fois
plus petit dans 12 groupe traité que dans le groupe témoin. Ceci pourrait s'expliquer
80it par 1'sbsence d'uns concentration élevée de C3 sérique chez les animaux traités,
s8oit par la présence d'une plus grande quantité de TNF-a aux sites de fixation, qui
amplifierait la réponse inflammatoire de I'hdte. Une inflasmmation modérée serait
ainsi bénéfiqus aux ectoparasites, alore quune forte réaction inflammataire
provoquerait 1s rejet prématuré des tiques et des perturbations de leur physiologie.

A la seconds infestation, les lapins vaccinés ou traités au TNF-u, ainsi que les
animaux témoins sont devenus résistants. En plus des phénoménes inflammatoires
non spéeifiques observés en primoinfestation, des éléments spécifiques de 1a réponse
immunitaire entrent en action (réponse T effectrice, anticorps). Chez les lapins
_vaccinés, la proportion des femelles anormalement gorgées (moins de 100mg) reste
plus élevée que chezles animaux témoins. L'effet protecteur des anticorps anti-TNF-a
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sur les tiques, g'il existe (voir hypothdse "a"), reste cependant limité a I'étepe de
fixation. En effet, la fréquence, le poide et l¢ rendement de ponte sont meins altérés
par la résistance chez lea vaccinés.

Chezles lapins traités avec la cytokine en cours d'infestation, lee mémes cbservations
peuvent &tre faites. Les tiques ee nourrisgent mieux, sont plue nombrenses & pondre,
dea pontes plus lourdes et de rendement plus élevé que les tignes nourries sur les
lapins témoins.

Aingi la cytokine semble perturber I'établissement de la résistance des hétes. Elle
pourrait affecter la phase d'induction de la réponse immunitaire.

Injecté 4 des lapina par voie intraveineuse, & des doses Equivalentes a celles gue nous
avons utilisées, le TNF-a peut provoquer des modifications de 1a physiclagie des
leping, comme Yaugmentation de la température du corps (fidvre), ced par
Iintermédiaire de la PGE, (Marimoto et cl., 1989). Seul (Akama et ¢l., 1990) ou en
synergie avec I'[L-1 (Conti et al., 1988), le TNF-o activa la synthése et la sécrétion
in vitro de PGE, par les neutrophiles. La PGE, comme nous l'avens vu
précédemment, est anssi présente dans la salive de certaines tiques (Ribeiro et al.,
1992). Elle a une action inhibitrice sur des fonctions lymphocytaires telles que la
aynthése d'IL-2 (Walker et ol., 1983), ou 'adhérence des cellules circulantes sur les
cellulez endathéliales des capillaires, diminuant ainsi leur extravasation vers le lieu
d’une infection (To et Schrieber, 1990).

Aingi, le TNF-a pourrait favoriser la biclogie des tiques en augmentant les réactions
inflammatoires aux sites de fixation dee tiques, et en abaissant la réponse
immunitaire spécifique de I'hbte par Fintermédiaire de la PGE,.

3.3.6 Conclusion

Nos régultats montrent que le TNF-a intervient dans les relations liant la tique et
son hota. Cependant, eon rile dans la séquence des événementa se déroulant dang les
lésions de fixation reste 4 élucider. La plupart des activitéa de cette cytokine décrites
dans la littérature ont été démontrées lors d’expériences in vitro. Il n'est pas certain
qu’elles existent effectivement in vivo. Cette cytokine semble agir au détriment de
I'héte et an bénéfice des ectoparasites. Une étude histochimique et 1'emploi d'un
antiinflammatoire, tel que 'indométacine qui inhibe la aynthise de PGE,, pourraient
préciser la localisation et la fonction de cette cytokine dans notre moddle. Une autre
cytokine dont lee effets sont souvent similaires a ceux du TNF-¢, I'IL-1, mériterait
également d'étre étudiée.-La complexité des relations intercellulaires an niveau de
la pean lnisee encore le champ & de multiples hypothéses concernant les mécanismes
par leaquela un héta peut rejeter une tique, et une tique déjouer la réponse
immunitaire de 'héte.
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3.4, Effets in pitro des antigdénes de tigues sur les lymphocytes et les
neutrophiles de lapins indemnes ou sensibilisés par les tiques

34.1. Remarqgue préliminaire

En complément des expériences précédentes, différentes concentrations d'antigénes
de tiques ont &té testées in vitro sur des cellules d’animaux indemnes ou sensibilisés,
¢'est-d-dire ayant récemment été en contact avec des tiques (vair chap. 2.6.). Dans le
test de transformation lymphoblastique, l'effet toxique ou mitogénique des antigénes
sur les lymphocytes a été examiné.

La salive n'a pas été utilisée jusqu'a présent dans nos teste in vitro, car elle est
difficila & récolter, méme au moyen de pilocarpine. L'EGS est un extrait brut
contenant surtout des protéines structurales qui ne sont pas injectées dans 'héte par
les tiques. C’est pourquoi il était nécessaire d’effectuer une coraparaison des répanses
lymphocytaires obtenues avec 'EGS et avec 1a salive, avec laquelle les hates sont
effectivement en contact lors d'ine infestation.

Dans le test de migration des neutrophiles, nous avans voulu vérifier si les antigénes
de tiques pouvaient modifier le comportement des cellules face & un facteur
chimiotectique comme le C5a contenu dans le sérum activé par le zymosan A (SAct).
Ce modele in vitro figure de maniére simplifiée ce qui pourrait se passer aux sites de
fixation des tiques. :

3.4.2. Effet sur les lymphocytes

34.2.1. EGS

L'EGS semble &tre légerement mitogénique pour les cellules de lapins
indemnes, pour des concentrations de 0.01 & 1pg/puits (fgure 36). Par contre, les
concentrations plus élevées ont un effet inhibiteur, qui est significatif & 20pg/puits
(p<0.05, par rapport au témoin sans antigéne Ongipuits).
Les cellules de 1apings sensibilisés répondent 4 'EGS a la plus petite concentration
déja (p<0.05). La prolifération sugmente progressivement jusqu'a 4pg/puite, puis
reste constante aux concentrations supérieures. Le comportement des cellules face
a I'EGS est différent entre lapins sensibilisés et indemnes (p<0.001).

L’addition ds conA aux cultures (figure 37), met en évidence sur les cellules de
lapins indemnes, un fort effet inhibiteur de 'EGS aux concentrations de 10 et
20pg/puits (au meins p<0.05 et p<0.001 respectivement, par rappart aux sutres
concentrations).

La réponse a la conA seule (Opg d'antigéne/puite), mesurée pour les lympbocytes de
lapins sensibilisés, est en moyenne plus élevée que pour les cellules d'animaux
indemnes. Ls présence d'EGS dans les cultures ne crée pss de changement
significatif de la prolifération chez les lapins sensibilisés. Une légére baisse est
cependant observée A partir de 10pg/uits.
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Figure 39: Transformation lymphoblastique.

Réponse 4 la salive en présence de conA.
Moyennes = SE.
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Figure 41: Transformation lymphohlastique. R&éponse 4 {'ET

en présence de conA, Moyennes + SE.
Voir figure 39 pour les valeurs de p.
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3.42.2, Salive

Aux concentrations testées, 1a salive ne provoque pas de modificetion de la
prolifération des cellules de lapins indemnes (figure 38, page précédente). Par
contre, les cellules de lapins sensibilisés répondent A la salive & partir de 0.5pl/puits
(p<0.05 par rapport au test sang antigdne). Le comportement des lymphocytes est
trég différent entre animaux indemnes et sensibilisés (p<0.001).

En présence de conA (figure 39}, la salive n'a aucune influence sur la prelifération
des cellules des deux groupes de lapins. Les concentrations d’antigénes ntilisées sont
vraissemblablement trop faibles pour observer les mémes effets inhibiteurs qu'avec
I'EGS.

3.4.2.3. ET

Aux concentrations les plus élevées, I'antigéne est légérement mitogénique
pour les lymphocytes de laping indemnes (figure 40),
La réponse lymphocytaire est significative & partir de 0.5pg/puits pour les lapins
sensibilisés (p<(.05 par rapport & Opg/puits), et augmente paralldlement 2 la
concentration d'antigine. Ces résultats sont différents de ceux obtenus pour les
animaux indemnes (p<0.001).

En présence de conA (figure 41), 1a prolifération est plus élevée dans le groupe de
lapins sensibilisés que dans le gronpe d’'animaux indemnes (p<0.01). L'ET a un effet
inhibiteur gur les celluleg de lapins indemnes 3 la concentration de 20pg/puits (an
moins p<0.05 par rapport aux autres concentrations). Chez les lapins sensibilisés,
Textrait aurait tendance 3 activer les cellules a partir de 10pg/puits.

3.4.3. Effet sur les neutrophilas

Pour les trois antigdnes considérés (EGS, salive, ET), la migration des neutraphiles
ne différe pas statistiquement si l'on mélangs l'antipéne an SAct (facteur
chimiotactique)} cu & I'HBSS (témoin) dans le compartiment inférieur ds 1a chambre,
ou si l'on incubs 'antigéne dans le compartiment supérieur directement avec les
cellules pendant 1o test. Par conséquent, les deux séries de résultats ont été graupées
pour 'analyse des effets des antigénes de tiques sur la migrstion des neutrophiles.

L'EGS inhibe significativement la migration des neutrophiles vera le SAct A partir
de 0.05pg/puits (figure 42, page suivants; voir figure pour les valeurs de p). Un effet
similaire est observé avec la salive pour une concentration de 1ul/puits (figure 43,
page suivante).

En présence 'HBSS, 'EGS et 1a salive semblent activer les nentrophiles (figures 44,
page suivante, et 45 page 58). La variabilité des résultats ne permet pas d'établir de
différences statistiques avec la migration observée avec 'HBSS seul.
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Figure 42: Migration de neutrophiles ea présence de SAct et I'EGS.
Rapport: SAct + EGS/ SAct seul. Moyennes = SE.
** p<0.01; *** p<0.001: par rapport au SAct seul
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Figura 43: Migration de neutrophiles en présence de SAct et de salive.
Rapport: SAct + galive/ SAct seul. Moyennes = SE,
* p<0.05
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Figure 44: Migration de neutrophiles en présence de HBSS et d'EGS.
Rapport: HBSS + EGS/ HBSS seul. Moyannes + SE.
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Figure 45: Migration de neutrophiles en présence de HBSS et de salive.
Rapport: HBSS + salive/ HBSS seul. Moyennes = SE.

Figure 46: Migration de neutrophiies en présence de SAct
et ’'ET. Rapport: SAct +ET/ SArt seul.
Moyannes £ SE. ** p<0.01; *** p<0.001.
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Figure 47: Migration de neutrophiles en présence de HBSS
et d'ET. Rapport: HBSS + ET/ HBSS seul.
Moyennes = SE.
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Figure 48: Migration de neutrophiles. Effet du contact de I'hdte
avec lea tiques. Rapport: SAct + EGS/ SAct seul.
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Figure 49: Migration de neutrophiles. Effet du contact de I'héte
avec les tiques. Rapport: SAct + ET/ SAct seul.
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Figure 50: Migration de neurophiles, Effet du contact de 1'héta
avec les tignes. Rappoct: SAct + salive/ SAct seul,

Moyennes = SE.
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Dans le cas de I'ET, seules les concentrstions de 5 et 10ug/puits diminuent
significativement le migration en présence de SAct (figure 46, page 58). L'extrait en
présence I’HBSS semble activer ls motilité des cellules (figure 47, page 58).

L’inhibition de s migration des neutrophiles provoquée par les extraits antigéuniques
est dépendanta d'un contact préalsble des lapins avec les tiques. Ainsi, l'effet
inhibiteur de PEGS et 'ET sur la migration des cellules est plus important lorsque
celles-ci provieunent de lapins sensibilisés (p<0.05, figures 48 et 438). En ce qui
concerne la salive (figure 50), Finhibition semble su contraire plus prononcée sur les
cellules des lapins indemnes (effet non significetif),

La migration des neutrophiles face au HBSS en présence I'EGS et TET (figure 51a
et b, page suivante) parait plus intense pour les animaux indemnes. Alors que le test
effectué svec ls salive montre 4 nouvesu une tendance inverse (figure 5lc).
Cependant, vu Pimportance des varistions individuelles, aucune des différences
observées n'est statistique.

' N.B. L'inhibition de la migrstion provoquée par les antigénes n’est pas due 2 un effet
toxque. La viabilité des cellules, testée avec le Blen de Trypan, n'est pas diminuée
par les antigénes sux concentrations utilisées.

3.4.4. Discussion

Certaines des expériences relatées dans ce chapitre compldtent les tests de
transformstion lymphoblastique réalisés précédemment pour suivre Pévolution de la
réponse cellulaire des bdtes.

Incubés sans mitogéne, I'EGS et lz salive ne stimulent pas les cellules d'animaux
indemnes. En présence de conA, 'EGS induit une diminution significative de la
réponse de ces mémes lymphocytes A partir de 4pg/puits. Ramachandra et Wikel
{1992) observent ce type d'inhibition sur des lymphocytes spléniques de souris avec
un extrait de glandes salivaires de femelles de D.ondersoni. La baisse de prolifération
est d’au moins 50% pour des extraits prélevés sux jours 1 4 9 du repas sanguin, et
testés A la concentration de 1ug/puits. Les suteurs mettent ces résultats en rapport
avec I'inhibition de la réponse A la PHA observée avec des cellules prélevées chsz des
cobayes infestés par D.ondersoni (Wikel, 1982¢), Le paralléle est tentant puisque
nous avons également remarqué une diminution temporaire de 13 prolifération des
lymphocytes en présence ds conA chez des lapins en cours d'infestation. Cependant,
dans notre test in vitro, 4 des concentrations équivalentes (dpg/puits et 10pg/puits),
I'EGS n'inhibe pas les lymphocytes de lapins sensibilisés sux tiques. Utilisé sans
conA, il stimule méme ces cellules. L'effet de cet extrait antigénique sur les
lympbocytes est donc trés différent selon qu’ils proviennent d’un animal indemne ou
sensibilisé.
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Figure 51: Migration de neutrophiles. Effet du contact de 1'héte
avec les tiques. Rapport: HBSS + antigine/ HBSS seul.
Moyennes = SE. a): EGS; b): ET; c): salive,
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La salive stimule les lymphocytes de lapins sensibilisés, mais n'induit pas de
diminution de 1a réponse & 13 conA sur les cellules de lapins indemnes comme pour
I'EGS. Les deux extraits sont sana donte apparentés du peint de vue biochimique et
antigénique. Cependant, 'EGS contient des protéines normalement absentes de la
salive sécrétée, comme des protéines de structure qui pourraient tre inhibitrices. La
salive de I.dammini inhibe 1a prolifération et la production d'1L-2 d'un hybridéme de
cellules T stimulé par des anticorps anti-Thy-1 (Ribeiro et al., 1985). Selon ces
autgurs, 1a suppression serait princpalement due & la PGE; salivaire. Cette
substance n's pas encore &ét4 démontrée dans la salive de Iricinus. Il se pourrait
aussi que les volumes de salive utilisés scient trop faibles pour provoquer un effet
équivalant & I'EGS ou a 1a salive d'L.dammini.

Contrairement sux deux autres antigénes, I'ET a un effet faiblement mitogénique
pour les lymphocytes de lapins indemnes, mris qui est négligeable en comparaison
d= 1a réponse obtenue avec les cellules des animaux sensibilisés. En présence de
conA, VET influence peu les résultats. Seule la concentration de 20pg/puits diminue
la prolifération des lymphocytes de lapins indemnes.

Les résultats des tests de migration des neutrophiles varient considérablement d'un
individu & I'autre. Pourtant, les effets statistiquement confirmés sont intéressants.
Les extraits de tiques provoquent une diminution significative de la migration des
neutrophiles en présence de SAct. Le phénoméne est dépendant du statut de I'hate
{indemns ou sensibilisé), car l'inhibition est plus élevée avec des neutrophiles de
lapins sensibilisés aux tiques.

La réponse dss neutrophiles d’animaux sensibilisés A un parasite, en présence d'un
facteur chimiotectique non spécifique, differe selon le modele étudié. La migration de
peutrophiles st de macropbagss de sguris infectées par Echinococcus multilocularis
est progressivement inhibés & mesure que l'infection ss développe (Alkarmi et
Behbehani, 1989). Par contre, des neutrophiles de souris infectées par Trichinella
Dpseudospirallis ont une activité plus élevée et sont plus nombreux & migrer que des
neutrophiles de souris indemnes (Shupe et Stewart, 1991). Ribeiro et al. (1990) ant
étudié les effets ds la salive d'I.dammini sur des neutrophiles péritonéaux de rat.
Calle-ci inhibe I'agrégation des cellules, induite in vitro par des anaphylatoxines,
ainsi qus leur sctivation, ce qui pourrait faciliter le repas sanguin des tiques. Cetts
salive posséda d'ailleurs uns activité anti-anaphylatoxique (Ribeiro et Spielman,
1986).

Dans le cas A1 ricinus, Iinhibition observée avec la salive et 'EGS pourrait, de fagon
similaire, étre due A ung inactivation du C6a, facteur chimiotactique du SAct, Un
effst direct des antigénes sur les neutrophiles est aussi envisageable car I'inhibitian
88t un peu plus accentuée lorsque Yantigéne est incubé avec les cellules plutit
qu'ajouté au SAct (résultats non présentés),
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Figure 52: Effet de sérums sur des lymphocytes do 1spins indemnes, en présence de conA.
8) Sérums de l'expérience "chsrge perasitaire” (chap. 3.1.4.)
b) Sérums de l'expérience "IL-2" (chap. 3.2.2)
Les résuitats sont exprimés par rapport 4 la proiifération chtenue avec le FCS.
P81 : prise de sang faite svant expérience. Les autres PS ont &t8 effectuées
selon le protocole décrit dans les expériences J3.1.4. et 3.2.2.
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Il est difficile de déterminer id quel protaganiste, de I'hite cu de la tique, ce
phénomeéne inhibiteur favorise. D'autre part, 'EGS et la salive sont chimigtactiques
powr les neutrophiles (voir figures 44 et 45). Nous powrrians conclure que les
antigéoes injectés par les ectoparasites attirent les peutraphiles aux sites de fixatian,
puis les empé&chent de recirculer. La présence de neutraphiles sux alentours du rostra
des tiques, intervenant dans la formation d’'une cavité de nutrition, n'est pas
défavarable A ces ectoparasites (Tatchell et Moarhouse, 1970).

3.5. Effets du sérum de lapins sensibilisés aux tiques sur la prolifération de
lymphocytes d’animausx indemnes ou sensibilisés

3.5.1. Remarque

Des essais préliminaires effectués avec les sérums de quelques lapins des expériences
‘déerites aux chapitres 3.1.4 (figure 52a) et 3.2.2. (figure §2b) montrent que les
sérums prélevés pendant Vinfestation des animaux (ps3, ps5 ou ps6) diminuent en
général 1a réponse A ls conA de lymphocytes de laping indemnes de manitre plus
intenss gue les sérums prélevés avant infestation (psl). Ce phénoméne ne semble pas
dépendre de 1a charge parasitaire appliquée sur lapins. Les résultats abtepus sant
généralement plus bas svec les sérums des lapins qu'avec le FCS (rapport égal 4 1
sur les figures).

Afin de compléter et de préciser ces observatians, tous les sérums de Pexpérience
"IL-2" (chapitre 3.2.4.) ont été testés. Selan le pratocale décrit précédemment
{chapitre 2.4.3), les lapins de cette expérience ant été soumis & quatre prises de sang
successives: avant infestation (ps1), peodant le repas des tiques (ps2), juste aprés Ia
fin da l'infestation (ps3), et une derniére prise aprés 25 jours d'expérience (psd).
Pour une méms prise de sang, les résultats individuels sont similaires. lIs ant été
groupés pour l'analyse statistique. Seules les mayennes et les erreurs standards sont
présentées dans les figures 53 et 54.

3.5.2. Eiffet sur deg lymphocytes de lapins indemnes

La prolifération en présence de conA est significativement plus basse si les tests sont
effectués avec les sérums des lapins au lieu du FCS (p<0.001) (barres claires, figure
53, page suivante). Les sérums prélevés en cours d’infestation (pa2), gu juste aprés
{pa3d) ent un effet inhibiteur sur les lymphacytes significativement plus grand que les
sérums des prises de sang psl et psd (p<0.05).
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Figure 53: Comparaison des résuitats obtenus avec lea'séruma avant et aprés
inactivation par la chaleur, avec des cellules de lapina indemnea.
Moyennes = SE des proliférations mesurées en présence de cond pour
chaque prise de sang, Résultats exprimés par rapport au FCS.
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Figure 54: Comparaison des résultats obtenus avant et aprés inactivation
dea sérums & Ia chaleur, avec des cellulea de lapina sensibilisés,
en prégence d'EGS. Moyennes+ SE des proliférations meaurées pour
chaque prise de sang. -
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Apres un chauffage A 56°C pendant 30 minutes, les mémes sérums sont ajoutés aux
cultures de lymphocytes de lapins indemnes en présence de cenA (barres fancées,
figure 53). Le traitement a pour conséquence une augmentation généralisée de la
prolifération. Seules les données concernant la prise de sang ps2 restent
sipnificativement inférieures & celles ghtenues avec le FCS (p<0.01). Elles sont
également plus basses que les valaurs mesurées pour les trois autres prises de sang
(p<0.05). D'autre part, les sérums prélevés en psd stimulent significativement la
réponse des lymphocytes par rapport aux sérums des qutres prises de sang (p<0.05
au moins).

Une comparaison des résultats avant et aprés inactivation {figure 53) montre que
la réponse des cellules est significativement augmentée lorsque les sérums ont été
préalablement chauffés (p<0.001). Seul T'effet inhibiteur abservé en ps2 (prise de sang
effectuée pendant linfestation) demeure.

8.5.3. Effat sur des lymphocytes de lapins sensibilisés

L'effet des sérums sur les lymphocytes d’'animaux sensibilisés est contrdlé en
présence d'EGS. La figure 54 (barres claires) montre que les sérums inhibent
fortement la réponse spécifique des cellules 3 'antigéne, en comparaison des résultats
obtenus avec le FCS (p<0.001). Mais contrairement A ce que ngus avions observé au
paragrapbe précédent, les valeurs mesurées pour chaque prise de sang ne sont pas
différentes entre elles. '

L'inhibition sembls ici totalement indépendante du contact avecles tiques, puisqu’elle
est déja présente svec les sérums psl, prélevés sur les lapins indemnes, et n'est pas
accentuée avec les sérums des prises de sang suivantes.

Le chauffage des sérums a 56°C rétablit 1a prolifération des cellules A un miveaun
comparabla & celui cbservé avec la FCS (barres foncées, figure 54), L'activité
inhibitrice des sérums semble ici entidrement thermolabile. Les résultats sant ainsi
significotivement plus élevés que pour des sérums sang traitement & la chaleur
(p<0.001). .

3.5.4. Discussion

Le sérum des lapins inhibe, quel que scit le moment de Ia prise de sang, la
prolifération de lymphocytes de laping indemnes on sensibilisés. Leur inactivation par
la chaleur rétablit généralement une réponse lymphocytaires & la conA et 4 I'EGS
comparabla & celle obtenue avec du FCS. L'inhibition serait principalement due 4
Taction sur les lymphocytes de facteurs thermolabiles, dont font partie certains
composants du systdma complément. Cependant, si Von se réféere aux résultats
concernarit les prises de sang ps2 et ps3 en prégsence de conA, d’autres facteurs
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suppresseurs, résistanta A la chaleur, semblent circuler dans le sang des lapins
pendant les infestations, et disparaitre progressivement aprds la fin du repas
sanguin. ’

Des principes inhibiteurs, ingenaiblea 4 un traitement a la chaleur & 56°C, ont anssi
été démontrés danz les plagmaa de patients parasités par Schistoserna mansoni
(Kamal et Higashi, 1982). Les auteurs incriminent des complexes immuns non
apécifiques ou gpécifiqueg dans I'inhibition de 1a réponse mitogénique de lymphocytes
humaing non senaibilisés. Dana le cas de boving infectés par Mycobacterium johnei
{Jchne’s disease), Davies ef al. (1974) situent 'activité inhibitrice dans une fraction
aérique riche en IgG. La suppression observée serait due 4 I'action d’anto-anticorps.
Pour Hirsh et al. (1975), Peffet inhibiteur des sérums de chiens gouffrant d'une
démodicase généralisée pourrait étre attribuée soit 4 un facteur aérique inconnu, scit
& des complexea antigdnes-anticorps. Cet effet disparait A 1a rémission de 1a maladie.

Dans notre expérience, une activité inhibitrice thermostable est présente au moins
au cinquitme jour de la premidre infestation (ps?), ce qui rend aléatoire la
participation des IgG au phénomeéne. D'autres facteurs pourraient intervenir, tela que
des complexes immuns non apécifiques, des subatances contenues dans la salive dea
tiques, ou des médiateurs produits par les hites en réponse 4 la piglra des
ectoparasites (proataglandines, par exemple).

Le principe inhibiteur dea sérums pa2 n'est observé qu'en présence de conA et avec
dea cellules de lapine indemnes. La réponse epécifique 4 I'EGS des lymphocytes
d’animaux aenaibilisés n'est pae affectée, ce qui nous rappells les obeervations faites
sur l'effet direct des antigines dana les tests de traneformation lymphoblastique:
I'EGS, avec ou sans conA, diminue la prolifération de cellules de lapina indemnes,
maia paa celle dea lymphocytee de lapins sensibiliaés.

En conclusion, le sérum des lapins en cours d'infestation pourrait contenir un oun
plusieurs facteurs cepables de limiter la réponse cellulaire tout en favorisant le repas
sanguin, Cette activitéd inhibitrice ne semble cependant pas affecter la réponse
spécifique dea lymphocytea avec lea antigénea de tiques. Elle aurait peu d'effet aur
lea mécanismes d'induction de la régistance et sur la phase effectrice de la réponse
immunitaire anti-tiques.
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4. DISCUSSION GENERALE FT CONCLUSIONS

Les résultats de ce travail ont permis de montrer que:

a) Le degré de résistsnce des lapins, ainsi que leurs réponses cellulaire et humorale,
sont dépendants de le charge parasitaire. Celle-ci détermine aussi la repidité avec
laguelle les hites développent une forte résistance contre les ectoparasites,

b} LTL-2 jove un rile central dans I'scquisition d’une forte résistance anti-tiques par
les lapins. Elle controle I'sctivation des cellules effectrices importantes pour la
protection dé I'hbte, tont en initiant des 'perturbations du cycle de vie des
ectoparasites.

¢} Le TNF-a, composant important des réactions inflammatoires cutanées, semble
faciliter 1o repas sanguin des tiques, et perturber la mise en place des mécanismes
de résistance.

d) La glande salivaire d'I.ricinus contient des principes inhibiteurs de la prolifération
in vitro des lymphocytes d'animeux indemnes 4 la conA, et de la migration des
nentrophiles, ce qui pourrait in vivo favoriser le repas sanguin des tigues. Par contre,
la répanss des [ymphocytes d’animaux sensibilieés est stimulée par les antigénes
salivaires. Ainsi, ces substances n’ont pas d’effet sur la réponse spécifigue des hétes.
Elles ns semblent pas perturber le développement normal de la résistance.

La réponse du lapin face sux tiques peut étre considérée comme la somme de
phénomenes inflammatoires (généralement non gpécifiques), et immunitaires
(spécifiques). La figure 55 (page suivante), modifiée d’aprés Kaufman (1989),
présents un essai de synthese des réponses dans le modele I ricinus/lapin, sur lequel
est basée la discussion générale de nos résultats. ’

a) En primoinfeststion, les tiques fixées a4 l'hite provoguent une réaction
inflammatoire caractérisée princpalement par une infiltretion massive de
neutrophiles, qui sont responsables de la formation d’une lésion de nutrition {Tatchell
et Moorhouse, 1970; Brossard et Fivaz, 1982). La réponse inflammatoire non
spécifique semble plutit favorable aux tiques qui préldvent des quantités de sang
importantes, st présentent des rendements de ponte élevés. Cette réponse semble
méme 8tre nécespaire aux ectoparasites. Les résultats de I'expérience 3.1, sur les
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effets de la charge parasitaire, montrent que les tiques sont en moyenne plus grosses
lorsqu’elles sont nombreuses A se nowrr simultanément. Le TNF-g, cytokine
proinflammatoire, favorise la prise d’'un repas copieux lorsqu’il est injecté par voie
intraveinense aux lapins pendant le repas sanguin. La libération de faibles quantités
d’histamine par les mastocytes et Ja présence de PGE, dang 1a salive des tiques
pourraient améliorer le flux sanguin au niveau de Ja lésion, sans causer de
perturbations de la nutrition. Le poids des tiques gorgées en premi2re infestation sur
des lapins traités avec un antihistaminique comme la mépyramine ne differe pas
statistiquement de celui des tiques provenant des animaux témoins (Brossard, 1982),
mais il est tout de méme inférieur (198 mg en moyenne chez les traités, contre 235mg
pour les témoins). Le blocage des récepteurs H, par la drogue inhibe 'activité
vasodilatatrice de Vamine (Pearce, 1992), ¢e qui semble freiner légdrement la
nutrition des tiques.

Pendant 1a premigre infestation se déroule également la phase dinduction de la
réponse immunitaire. Cette étape est primordiale, car elle va déterminer le degré de
résistance des hétes durant une réinfestation. Dans notre expérience sur la charge
parasitaire, nous avens montré que l'iniensité des réponses cellulaire et humorale en
seconde infestation, dépendait du nombre de tiques s'étant nourries sur ces animaux
lors de la premidre infestation. Une injection d'IL-2 pendant cette phase d'induction
résulte, lors de la phase effectrice de la réponse, dans 'expression d’'une résistance
amplifiée contre les tiques.

b) Pendant la réinfestation, 'effet bénéfique pour les ectoparasites des réactions
inflammatoires non spécifiques est fortement contrebalancé par des mécanismes
immunitaires spécifiques. Les anticorps IgG, ingérés par les tiques, peuvent traverser
leur parci intestinale, et ainsi perturber la fonctionnement des organes internes
(Brossard st Rais, 1984). Ils se complexeraient aussi & 'intestin, en y occasicunant
des dommages (Girardin, 1987). La digestion de 'hémoglobine est altérée chez les
tiques nouwrries sur des animaux résistants (Papatheddorou, 1984). Basophiles et
mastocytes dégranulent au cours d'un phénoméne dhypersensibilité de type |
{Brassard et Fivaz, 1982). Les médiateurs, dont I'histamine, libérés en grandes
quantités, provoqueraient un rejet des tiques, ou des perturbations de leur nutrition
(Paine et al., 1983).

Les antigdnes injectés activent les cellules responssbles des réactions dHRT. En
premier lien, des lymphaocytes T spécifiques libéreraient des lymphokines {(surtont de
I'INF-1), qui attireraient et activeraient les monocytes dans les sites de fixation des
tiques. Ces cellules sont les principales effectrices de 'HRT (Benjamini et Leskowitz,
1991), tout en présentant des capacités de phagocytose, une activité respiratoire
(libération ds radicaux peroxyde et superoxyde) et une cytotoxicité directe
augmentées. Des altérations graves de I'épithélium intestinal des ectoparasites en
résulteraient. L'HRT est un &lément important de la résistance anti-tiques. Elle
angmenta lors de réinfestations (Girardin et Brossard, 1985}, L'inhibition de THRT
par la cyclosporine A va de pair avec une diminution marquée de la protection de
I'héte contre les ectoparasites (Girardin et Brossard, 1989, 1990).
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Ainazi, la réponge immunitaire de I'hét= est défsvorable aux tiques. Dana I'expérience
aur la charge parasitaire, nons svons montré que lea lapins infestés par vingt-cing
paires d'Iricinus sont plus résistants en seconde infestation que les animaux infestée
par cing paires. L'injection d'une quantité plus grande d'antigdnes stimule plus
efficacement la réponse immunitaire et la formstion d'un plus grand nombre de
cellules & mémoire. En seconde infestation, de nombreuses cellules immunitaires sont
ninsi mobiliaées rapidement et la production d'anticorps est plug élevée. La quantité
d’antigénes injectéa lors d'une réinfestation maagive (25 paires par rapport 4 5 prires
de tiques) atimule d'autant plus cette réponse, et induit une perturbation plus
pronencée de la biologie des ectoparasites.

Les réaultats du traitement a ITL-2 soulignent limportance de la réponse
immunitaire de I’hdte (par opposition a la réponze inflammatoire} dans la pratection
contre lea tiquas. Les injections effectuées en premidre infestation permettent
vraissemblablement une sugmentation du nombre de cellules A mémoire. Les cellules
T qui fixent un antigéne, prolif2arent sous I'influence de I'IL-2 pendant un nombre de
cycles limité (Ruscetti, 1990). L'apport expérimental dTL-2 aupplémentaire,
directement accesaible, pourrait accélérer et sugmenter M'expansion clonale de ces
cellulea. Elles sermient plus nombreuses en réinfestation A reconnaitre les antigenes
de tiquea. La phase effectrice de la réponsge sernit ainai amplifiée, 1a protection anti-
parasites obtenue plus efficsce. Dans notre étude, leg lapine traités & IIL-2 gont
effectivement plus résistanta que les animaux témoins. Le traitement augmente aussi
lea réactions A'HRT.

L'injection de TNF-a pendant une réinfestation, augmente eans doute la réponsa
inflammatoire de I'héte, et favorise ninsi le repsa dea ectoparasites, En effet, ls
réaigtance eat plus faible chez las lapina traitée que chez leg témoina.

Le TNF-a produit localement par les mastocytes ou les monocytea infiltrants,
atimulerait la production de PGE, par les fibroblastes, les neutrophilea at les
monocytes/macrophages présents antour du rostre dea tiques. Une des propriétés de
la PGE, ezt de contréler l'intensité des réponses immunitaires en inhibant ls
production d'TL-2 par lea lymphécytes T, limitant minsi l'expansion clonala at
l'activation da cellules pouvant intervenir dans la défenae de I'hite (Swain, 1992).
Elle inhibe aussi l'expression des molécules d'histocompatibilité de classe TI,
interférant ainsi dana les mécanismes de préssntation de I'antigine aux celluleg T
(Pettipher et Whittle, 1892).

Egalement présente dans la salive des tiques (Ribeira, 1987), la PGE, serait une
malécule majeure de régulation da la réponse de I'héte contre les ectoparasitea. Dans
notre étude, elle pourrait étre reaponsable de I'stténuation de ls résiatance chez les
laping traitéa au TNF-c.

L'essni de gynthiae des réponges inflammatoires et immunitaires décrit ci-dessus est
certainement trop simple pour tenir compte de toutes les interactiona cellulaires aux
sites de fixation des tiquea. Néanmoins, les résultata obtenus au coura de ce travnil,
compris dans I'ensemble des connaissances sur les relations entre les tiques et leurs
hétes, suggérent la présence d'un équilibre entre deux syatdmes: 1'an favorable aux
ectoparasites, I'autre aggurant la protection de I'héte.
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5. RESUMES
5.1. Résumé

Les relations entre la tiqus Ixodes ricinus et le lapin ont été examinées dans des
expériences cherchant A moduler la réponse immunitaire de 1'hdte, afin d’en mieux
comprendre les mécanismes.

La premidre expérience a précisé les effets de la charge parasitaire sur I'acquisition
de 1a résistance. Deux groupes de lapins sont infestés 4 deux reprises avec un nombre
différent de tiques adultes: un groupe (Inf-25) par vingt-cing couples de tigues, Pautre
(Inf-5) par cing paires. Une troisidme infestation est effectuée avec quinze conples
dans les deux groupes. Le degré de résistance acquis par les hates est comparé su
travers de I'examen de 1a biologie des tiques récoltées. _

A la seconde infestation, les tiques nourries sur les lapins Inf-25 présentent de
sévires perturbations de leur biclogie: la nutrition, la pante et embryogenése sont
fortement diminuées par rapport i la premi¢ce infestation. Chez les laping Inf-5, les
effets de la résistance sont beaucoup moins prononcés et n'affectent statistignement
que le poids des tiques gorgées. En troisidme infestation, I'immunité n’augmsnte
gignificativement que dans le groups Inf-5. Dans le groupe Inf-25, les paramdires
mesurés reviennent A des valeurs proches de celles abservées en premiére infestation,
laissant présumer l'intervention de phénoménes immuncosuppresseurs dus aux
ectoparasites.

La réponse cellulaire des lapins est examinée in vitre dans un test de transformation
lymphohlastique en présence d'un extrait de glandes salivaires (EGS) ou d’'un extrait
tégumentaire (ET) de femelles Zricinus adultes. Celle-ci est plus élevée chez les
animaux du groupe Inf-25 pendani les deux premiéres infestations. En troisidme
infestation, la prolifération est meilleure pour les cellules des lapins Inf-5, qui sont
aussi & ce moment les plus résistants. La réponse proliférative des lymphocytes en
présence de conA eat similaire dans les deux groupes. Elle diminue temporairement
pendant la durée du repas sanguin, lorsque les tiques sont sur 'héte.

La production d'anticorps IgG contre 'EGS et I'ET, mesurée par ELISA, reste
toujours plus élevée chez les lapins du groupe Inf-25.

La charge parasitaire semble ainsi influencer 1a réponse cellulaire et humorale des
hites aux antigdnes de tigues, et la résistance qui en résuite.
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Dane une seconde expérience, l'effet d’'un traitement A l'interleukine-2 (IL-2) sur
Yimmunité des lapins a été mesuré. Les groupes définis précédemment sont
cougervés. Un groupe de lapine (TIL-2) regoit des injections sous-cutanées d'1L-2
recombinante humaine pendant une premire infestation avec cinq couplea d’'aduites
de I.ricinus. Deux sutree groupee servent de contriles: un groupe infesté par cing
pairea de tiques (contréle direct CDir) et 'autre par vingt-cinq paires (contrile
repréeentatif d'une forte résistance CRés). Une seconde infestation avec vingt-cing
couples est effectuée dans les trois groupes.

Les lapins TIL-2 développent une meilleure résistance que les animaux des deux
groupes témoins. Le poids dee tiques gorgées et la fréquence de ponte sont
significativement plus bas dans le groupe TIL-2 que dans les groupea CDir et CRés.
Les différences les plus prononcées sont obgervées eutre les animaux traités et ceux
du groupe contrdle direct CDir.,

La production d'anticorps anti-tiques ainsi que la prolifération lymphocytaire en
présence ’EGS sont plue faibles dans Je groupe TIL-2 que dang les autres groupes.
L'expérience a 4té répétée avec un autre lot de lapins afin de mesurer les réactions
d’hyperaensibilité retardée de type tuberculinique (HRT). Dans un test cutané, 60%
des individus traités avec la lymphokine présentent des réactions 'HRT a I'EGS
significativement plus élevéea que chez les témoins.

L'IL-2 stimulerait princpalement 'immunité & médiation cellulaire des hétes. Elle
favorigerait la production de cellulea & mémoire pendant 18 phase d'induction de la
réponse (premidre infestation), et permettrait ainsi le développement d'une forte
résietance, dée la seconde infestation, chez dee animaux pourtant faiblement infeatés.

Dans l'expérience suivante, nous avons abservé les effets d’'un traitement par une
cytokine proinflammatoire, le tumor necrosie factor-alpha (TNF-0).

Dans un premier volet de I'expérience, un groupe de lapina est vacciné contre la
cytokine avant de subir deux infeetations succesgives de vingt-cing paires d’adultes
de I ricinus. En premidre infestation, la moyenne du poide des tiquea gargéee sur les
animaux vaccinée eat inférieure A celle mesurée dans le groupe témoin, en raieon
dun fort pourcentage de tiques dout le poids est inférieur 2 100mg. En seconde
infeatation, par contre, lea effeta de 1a résistance sur la biclogie des tiques sont moins
importante dans le groupe vaccing, Du point de vue de la réponse immunitaire, les
groupea se différencient surtout par une prolifération lymphocytaire et un titre de C3
sérique plus élevés chez les lapine vaccinéa.

Dans le second volet de 'expérience, les lapins regoivent des injections intraveineuses
de TNF-a¢ 4 chaque infestation, peudant le repas sanguin des tiques. Celles-d,
récoltées an cours de deux infestationa successives, sont plus grossea et pondent
mieux dans le groupe traité avec la cytokine que dans le groupe témoin, La réponse
cellulaire des laping AI'EGS, mesurée par transformation lymphoblastique, reste plus
élevée chez les animaux traitée. Les autres paramétres, production d’'anticorpe, C3
sérique, migration de neutrophiles sont équivalents dans les deux groupes.

Le traitement au TNF-o semble favoriser la biclogie des tiques, au détriment des
hotes. Cette cytokine est normalement présente dans les réactions inflammatoires
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cutanées, comme celles provoquées par les tiques. Elle pourrait induire, entre autres,
la libération dans les sites de fixation des ectoparasites, de facteurs (proataglandine
E,, etc) pouvant inhiber la réponse immunitaire.

Enfin, des expériences ir vitro montrent que les antigénes de tiques et le sérum de
lapins prélevé en cours dinfestation possédent des activités inhibitrices agissant sur
la prolifération des cellules d'animaux indemnes et la migration des nentrophiles. In
vivo, ces activitéa pourraient faciliter le repas sanguin des ectoparasites.

Mote cléa: Ixodes ricinus, tiques, lapin, immunité, inflammation, immunomoduiation,
charge parasitaire, IL-2, TNF-¢, réponse humarale et cellulaire, transformation
lymphablastique, migration de neutrophiles.

5.2. Summary

The relationship between Irodes ricinus adult ticks and rabbita were atudied by
modulating the haost’s response.

The first experiment examined the changes in immunity of rabbits infested with
either twenty-five (Inf-25) or five (Inf-5) adult pairs. The groups of rabbits were
infested twice. A third infestation was performed in both gronps with fifteen adult
pairs. Tick biology was monitored to analyze the resistance of the host.

During tha second infestation, tha feeding and the egg production were more
perturbed in ticks fed on Inf-25 rabbits. In addition in thia group, the embryogenesis
was affected. During the third infestation, resistance increased only in Ini-5 rabbits.
In Inf-25 rabbits, immunity no longer affected egg laying, and bloodmeal also
improved. This reduced resistance could be due to tick-induced immunosuppression.
The blastogenic response of peripheral hlood lymphocytes and antibody production
against ticks was assessed. A salivary gland extract (EGS) and an integumental
antigen (ET) from I ricinus adult females initiated lymphocyte proliferation, The
response was significantly higher in Inf-25 rabbits, especially at the end of the second
infestation, and higher in the Inf-5 rahbits during the third infestation. Non-specific
proliferation with concanavalin A temporarily decreased in both rabbit groups during
the first and the second infestation.

Specific antibody response to EGS and ET was always the higher in Inf-25 rabbits.
Thus, the parasite burden appears to inflnence the cellular and humoral response of
the host and the resulting resistance.

The second experiment considered the importance of interleukin-2 (IL-2) in the
immune response displayed by rabbits against the ectoparasites. Rabbits were
treated with subcutaneous injections of human recombinant IL-2 (TTL-2) during the
first infestation with five adult paira I ricinus, while untreated cantrols were infested
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by either five (direct control CDir) or twenty-fiva pairs (resistant control CRéa).
During the aecond infestation with twenty-five pairs in each group, the TIL—2 rabbits
became more resistant than the two untreated control groups.

Better resistance was manifested by lower engorgement weights and by fewer
ovipogiting ticks. TTL-2 rabbits had lower anti-tick antibody titrea and lower
lymphocyte proliferation to EGS than the control rabbits. In contrast, the highest
cutaneous responses to EGS were observed in the TIL-2 group. IL-2 appeared to
mainly enhance the cell-mediated response of ths rabbit immune ayatem. 1t may
stimulate an increase in the production of memory cells during the induction phase
of the immune response (firat infestation}, allowing the development of a strong ~
resiatance in poorly infested rabbits.

During the third experiment, the effects on the immune responsa of rabbits of a
proinflammatory cytokine, the tumor necrosis factor-alpha (TNF-o), were
investigated. Animals were first vaccinated against TNF-a before two successive
infeatations with twenty-five pairs of adult L ricinus ticks.

During the first infeatation, the frequency of abnarmally fed ticka (weighing less than
100mg)} was significantly higher in vaccinated rabbits than in the control group, In
contrast during the second infestation, the feeding and the oviposition performances
were better in ticka that fed on vaccinated rabbits.

Tmmune response in both groups only differed by better lymphaeblastic response to
EGS and higher C3 titre in vaccinatsd rabbits.

TNF-a was next incculated intravenously into rabbits during the course of two
auccessive infestations. Tick biclogy was always better in the treated group.
Lymphocyte responsiveneaa to EGS remained higher in treated rabbits, but other
parameters such as antibody and C3 production, and neutrophils migration wers
similar in both groups. The potential role of tha TNF- is discussed with respect to
the fact that the cytokine seems to improve the biology of the ticks that feed on the
treated animals. Thia cytokine may induce the release of factors (prostaglandin E,,
etc.) into the ticks fixation sites, that may inhibit the immune responae of the hostas,

In tha last experiments, tick antigens and sera collected from rabbits during an
infestation had inhibitory activities in vitro against lymphocyte and neutrophil
functions, that may facilitate the feeding of the ectoparasites in vivo.

Key words: Ixodes ricinus, ticks, rabbit, immunity, inflammation,
immunomodulation, parasite burden, IL-2, TNF-¢, humoral and cellular response,
lymphoblastic transformation, neutrophils migration test.
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ANNEZXE I: Infestation des lapins et récolte des tlques

Dans le cas d'infestations successives, les tiques (un nombre égal de femelles et de
méles) sont placées alternativement sur I'une ou I'autre des oreilles du lspin. Les
infestations massives pour la production d’antigdues sont faites simultanément sur
les deux oreilles. L'oreille infestée est recouverte d'un fourreau de doublure blanche
fermé hermétiquement aux extrémités par une bande sdhésive (Thésa). Un collier de
plastic empéche le lapin de se grstter Poreills. Seules les femelles seront récoltées,
car les méles ne se nourrissent généralement pas et ne servent qu'a 1s copulation
{Balashov, 1972). En effet, les femelles ont besoin d’étre fécondées pour atteindre un
gorgement optimal leur permettant d’accomplir leur cycle parssitaire (Graf 1978c).
Notons que la copulation peut avoir lieu en dehors de I'hdte, svant le repas sanguin
{Graf 1978D). '

Lea femelles détechées sont récupérées matin et soir, pesées et placées dans des
tubes en verre contenant un mercesu de buvard, et fermés par un bouchon perforé.
Elles sont conservées & température ambiante, ou en étuve & 28°C en atmasphére
saturde (Graf 1978a).

La ponte est compldte chez toutes les tiques apris environ 30 jours, A ce moment,
certaines pontes ont déja commencé a éclore. Nous avons chaisi de peser les pontes
apres 25 jours, estimant négligeable 1 différence de poids engendrée par les peufs
pondus durant les 5 derniers jours. En effet, le pourcentage des ceufs déposés
pendant les 15 premiers jours d’'oviposition, constitue déja le 73 4 98% d'une ponte
compléte (Graf 1978c).

Un rapport représentant l'efficacité ds conversion du repas sanguin en ceufs pondus,
le rendement de ponte, est calculé selon la formule:

Rendement de poute = poids de la ponte / poids de Is femelle gorgée
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Les pontes sont conservées jusqu’a I'éclasion des larves.
Le pourcentage de tigues capables de pondre, et de pontes produisant des larves est
calculé.

Les durées des repas sanguins {de la mise des tiques dans le fourreau jusqu'au
détachement), de préoviposition (temps entre la fin du repas sanguin et I'apparition
des premiera oeufs) et d'embryogengse {temps entre I'apparition des premiers ceufs
et 'éclasion de Is premidre larve) sont sussi mesurés.

En plus de ces paramétres habituels, nous avons défini une classe de tigues "a
nutrition perturbée”. Au détachement, le poids de ces tiques est inférieur & 100mg,
En premi2re infestation au cours de nos expériences, environ 25% des tiques récoltées
pésent moins de 100mg. Seuls 18% de ces mémes tiques danneront des pontes
viables; alors que chez les tiques de plus de 100mg, environ 70% parviendront &
boucler leur cycle paraaitaire.

ANNEXE II: Prélédvement at igolation du plasma et des cellules

A, Prélévement de sang sux lapins

Le test de transformation lymphoblastiqua utilisé dans nes expériences exige le
prélevement stérile du sang. Celui-ci s'effectue dans Yartére centrale de oreille a
I'mide d'un Butterfly-23 INT (Venisystem, Abbot Ldt}, canule de 0.6mm de diamétre
prolongée par un tube flaxible de 9c¢m, connecté & un systéme de prise de sang sous
vida (Vacutainer, Becton Dickinson). Le sang est récaltsé dans des tubes de 2ml avec
ou sang EDTA (0.17 M). I est centrifugé & 1°200g & température ambiante pendant
20 minutes. Les sérums et les plasmas sont aliquotés stérilement et conservés i -
20°C ou -B0°C selon les besoins. Le culot de cellules avec EDTA est resuspendu dans
un volume égal de HBSS sans Ca* et Mg™ (Hank’s balanced salt solution; Gibco),
dans un tube stérile 2 bouchon 2 vis (Falcon).

B. Isolation de cellules & partir du sang prélevé sous EDTA

Toutes les manipulations se déroulent aous une hotte stérile & flux laminaire vertical
stérile, et & 'aide de matériel stérile (Falcon).



Nombre de celiules comptées dans la chambre: n
Volume de la chambre de comptage: 10* ml
Dilution des cellules & compter: 4
Volume total de la suspension cellulaire: v
Concentration en nombre de celluies/ml: ¢
ca(nxi0tml)d
Nombre total de cellules: N

N=zev

Tableau A: Formules de comptage des cellules & l'aide de I'hémacytométre

Ingrédients Quantitd Conc.
finale
RPMI 1640 (Gibco) 100 ml
HEPES 1 M (Gibco) 2ml 20 mM
NaQOH 1IN 0,8 ml 8 mM
Foetal calf serum (Gibeo) 10ml 10 %
L-glutamine 200 mM (Sigma} 1ml 2 mM
Pyruvate de sodium 100 mM (Sigma) 1ml 1 mM
Acides aminés non essentiela 1M (Sigma) 1 ml 10 mM
B-mercaptoéthanel 50 mM (Fluka) 0.1 ml 0.05 mM
Péniciline/Streptomycine (Gibeo) 1 mt 100 U/ml

Tableau B: RPMI complet
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Mononucléairea (Ilymphocytea et monocytea)

- Jaolation

Le culot cellulaire resuspendu dans du HBSS est coulé délicatement aur un volume
égal de Ficoll-Hypague (Pharmacis-LKB) de manitre 2 ce que les solutions na se
mélangent pas (figure Al, page précédente).

Une centrifugation de 20 minutes & 1'200g (Sigma 3E, Salvig) & température
ambiante permet de séparer lea lymphocytes et les monocytea (L+M), ainsi que les
plaquettea sanguines du reste des cellules sanguinea {(érythrocytes et polynucléaires),
comme le montre la figure A2.

Le HBSS est éliminé. La couche contenant les L+M est récupérée avec un minimum
de Ficoll et resuspendue dans troia volumes de HBSS.

- Lavage -

La auspension eat centrifugée & 340g & température ambiante pendant 10 minutes.
Deux cycles de lavage (resuspension dans HBSS/centrifugation) supplémentaires sont
effectués pour éliminer les restes de Ficoll ainsi que lea plaguettes sanguines,

- Comptage
Le culot de cellules est reauspendu dans un volume connu de HBSS. Un échantillon

de 100ul de la suspension de cellules eat prélevé et mélangé avec 100ul de Bleu de
Trypan 0.4% (Sigma). Le comptage est effectué a 'aide d’un hémacytomeétre selon la
formule indiquée dana le tableau A. Seules lea cellulea vivantes, c'eat-a-dire celles
axcluant le Bleu de Trypan, aont comptéea.

Apres comptage, la suspension de L+M eat centrifugée & 200g pendant 5 minutes et
le culot est resuspendu dans du RPMI 1640 (Gibco) complet (tableau B) A la
concentration déairéa.

N.B. Par cette méthode d'isolation, la viabilité des cellulea eat de 97+1%.

Polynucléaires

Le culot contenant leg érythrocytes etleg polynucléaires (voir ci-dessus) est débarassé
du Ficoll restant par deux cycles de lavage avec HBSS/centrifugation & 1'200g.

- Isolation

Apréz avoir éliminé Ia surmageant du dernier lavage, un volume équivalent de
gélatine 3% dans HBSS eat mélangé aux culot de cellulea. Cette suspension est
laigséa entre 30 et 40 minutea & 37°C pour que lez érythrocytea sédimentent. Le
surnageant riche en polynucléaires est récupéré et centrifugé a4 340g pendant 10
minutea & température ambianta,
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Figure B: Transformation lymphoblastique. Mise au point avec le mitogéne.

a) cpm nets
b} rapport: puits avec conA/puits témoins
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Lavage avec HBSS/centrifugation & 340g.

8i le culot est encore rouge, trois volumes de NH,Cl 0.83% sont ajoutés pour
provoquer une lyse des érythrocytes par choc osmotique. Aprés 3 minutes, les cellules
sant centrifugées & 200g pendant 5 minutes.

Lavage avec HBSS/ centrifugation a 200g.

- Comptage
Le culot est resuspendu dans un volume connu de HBSS. Le camptage g'effectue

comme pour lea mongnucléaires.

N.B. Les polynucléaires isolés sont en trds grande majorité des neutraphiles. Le
visbilité des cellules est de 92+5%. Pour des raisans pratiques, I'isolatian se termine
le jour aprés la prise de sang, ce qui pourrait expliquer la viabilité légirement
inférieure & celle obgervée pour les L+M.

- ANNEXE III: Tests cellulaires

A, Transformation lymphablastique

Ce test psrmet de contrdler létat général de la fonction lymphocytaire par
l'utilisation d’un mitogene, ainsi que la réponse spécifique des lymphocytes & un
antigdne. La reconnaigsance des antigénes ou des mitogénes par les lympheeytes se
traduit par une prolifération. Elle est mesurable en introduisant dans les culture un
nucléotide marqué radieactivement, qui sera incorporé dans I’'ADN des cellules &
chaque division (Oppenheim et Schecter, 1376; Kristensen et al., 1982).

Mise au point

La prolifération des lymphocytes en présence de concentrations croissantes d'un
mitogdne ne suit pas une progression linéaire (exemple figure B). Paur une
concentration de cellules donnée, une concentration de mitogéne trop faible n’aura
ancun effet stimulateur; alors qu'une concentration trop forte sera toxique et
résultera également en une prolifération nulle. Il convient de choisir un couple
"concentration de cellules/concentration de mitogéne” optimal, dépendant aunssi du
nombra de cellules & disposition pour effectuer les tests. Dans notre cas, ce nambre
était relativement restreint, vu les quantités de sang limitées pouvant étre prélevées
sur un lapin.



ANNEXES ' 76

Plusieurs mitagénes ont été testés avec les lymphocytes de lapin:

- la concanavaline A (conA)

- Ia phytohémagglutinine A (PHA)

Ces deux mitogines stimulent essentiellement les lymphocytes T.

- 1o pokewsed mitogen (PWM), stimulant les lymphocytes T et B

- Is lipopolysaccharide de Escherichia coli (LPS) étant un mitogéne de

lymphocytes B

Les résultsts obtenus avec la PHA et le PWM ont montré une plug grande variabilité
et étaient en moyenne deux fois mains élevés gue ceux obtenus avec la conA. La
prolifération avec le LPS a toujours été trag basse, vraissemblablement A cauge de
la faible représentation des lymphocytes B dans le sang circulant. Finalement, nous
avons choisi de ne travailler qu'avec la conA, qui nous semhlait donner les meilleurs
résultats. Les concentrations définitives pour ce test sont mentionnées dans le mode
apératoire.

Mode opératoire

Le protocole général est le méme pour tous les tests effectués au cours de ce travail.
Les particularités inhérentes & chaque expénence sant précisées dans le chapitre
"Matériel et méthodes”. \

Pour les cultures, des microplaques de 96 puits 4 fond rond (Nuclon, Nunc) sont
utilisées. La rangée de puits exterme est remplie de HBSS pour créer un
environnsment stable dans la plaque. Les lymphocytes sont répartis dans les autres
puits & la concentration de 1.5x10° cellules dans un volume final de 100l de RPMI
complet (tablaau B, verso page 72),

Les cultures sont stimulées par des sxtraits protéiques de tiques (EGS ou ET) ou {et) -
par 0.5 pg/puits de conA. Les puits sans addition de réactifs aux cellules servent de
témoin. Les testa sont toyjours effectués sous forme de triplicats. Aprés 72 heures
d'incubation A 37°C soua 5% de CO,, 1uCi de thymidine tritiée (activité spécifique:
20-30 Cimmol''; Amersham) est ajoutée dans chaqne puits. Les cellules sont récoltées
16-18h plus tard & I'aids d'un "cell harvester” (Inotech). La radieactivité incorporée
£8t mesurée grice A un compteur A scintillation liquide. Les résultats sont exprimés
en coups nets par minuta (cpm neta):

cpm nets = cpm des cultures avec antigénes ou {et) mitogines
- cpm des cultures témoins
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Figure C; Test de migration des neutrophiles. Mise au point.
a) résultats bruts :
b) rapport: migration avec Sact/migration avec HBSS
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B. Migration de neutrophiles

Ce test permet d'évaluer le pouvoir activateur ou inhibiteur d'un réactif donné sur’

la migration des neutrophiles. Il s'effectue & 'aide d’'une chambre de microchimiotaxie
(Heuro Probe; Falk et al., 1980). Cette chambre eat constituée de 48 puits pouvant
étre divisés en compartimeuts supérieurs et inférieurs par une membrane de
polycarbonate percée de pores de 0.5pm de diamétre (Nucleopore). La partie
inférieure d'un puits, d’'un volume de 25)l, va recevoir les réactifs, alors que celle du
haut (vol. 50p]) contiendra la snspension cellulaire. Les pores de 1s membrane sont
légérement plus petits qus le diamétra des neutrophiles au repos. S'ila sont attirés
par un réactif, ila devront traverser activement la membrane par mouvements
amoeboides. Les cellules ayant migré sont enguite récupérées avec la membrane,
colorées et comptées.

Mise au point

La concentration de cellules et le temps d’incubation sont importanis & déterminer.
En effet; une concentration de cellules trop élevée est synonyme, si la migration esf
massive, de difficultés de comptage au microacope. Un temps d'incubation trop long
diminue lea différences entre puits tests et puits témoins: au bout d’un certain temps
les cellules traversent naturellement la membrane pour occuper tout le volume du
puits. De plus, si la migration active est trés rapide, un certain nombre de cellules
risquent de se détacher de la membrane et de tomber au fond du puits. Elles ne
seront donc plus comptahilisées {figure C). Ainsi, il faut trouver la concentration de
cellules de départ et le temps d'incubation adéquats permettant d'obtenir un rapport
"migration avec un attractant/témoin sans attractant” élevé.

La concentration et le temps d'incubation choisis scnt indiqués dans le mode
opératoire.

Facteur chimiotactique

Du gérum de lapin {Gibco) est incubé & 37°C pendant 30 minutea svec 1% (p/v} de
zymosan A (Sigma). Le zymosan A est un extrait membranaire ds levure (ici
Saccharomyces cerevisiae) dont la présence dans le sérum déclenchs I'activation de
ls voie alterne du complément. Le C5a produit par ce biais est le facteur
chimiotactique du sérum activé. Le zymosan est ensuite éliminé par centrifugation
et le sérum activé (SAct) eat conservé & -20°C en aliquats.

Mode opératoire

La partie inférieure des puits de la chambre est remplie de 25ul de SAct ou de HBSS



May-Grilnwald:
0.5% (p/v} dans méthanal

PBS May-Grinwald pH 7.0:

Na,HPO, 20 mM
KH,PO, 15 mM

PBS Giemsa:
Solutions stock:

A: KH,PO, 67 mM
B: Na,HPO, 67 mM

Sol. finale 4 pH 7.0:
3BImlA+6121 mlB

. Fixer au méthanol 2 & 3 minutes

. Diluer le May-Griinwald 1:2 avec le

PB3

. Laisser colorer le frottis (la membrane)}

pendant 5 minutes

. Vider le colarant, rajouter du Giemsa

1:10 dans PBS pour 10 minutes

. Laver au PBS, puis sécher

Tableau C: Coloration au May-Grinwald
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pour les puits témoins, Le membrane est ensuite déposée délicatement sur les puits
en évitant les bulles d’air, un coin de la membrane étant préalablement margué pour
pouvoir reconnaftee la dispasition des tests ultérieurement. Une garniture de silicone
est appliquée pour garantir I'étanchéité du systtme. La partie supérieure de la
chambre eat posée et solidement fixée & I'aide des vis prévues A cet effet. Ls chambre
est incubée a 37°C jusqu’a équilibre thermique avant d’ajouter les cellules. Chague
puits regoit un volume de 50pl de la suspension de neutrophiles 4 la concentration
de 2x10* cellules/ml de HBSS.

La chambre est incubée en atmosphére humide 3 37°C et 5% CO, pendant 30
minutes. Aprds ce temps, e chambre est ouverte et la membrane récupérée. La fece
"cité cellules™ est d’abord baignée dans du PBS puis passée sur un "wiper blade”
(support muni d'une gomme d’'essuie-glace}, afin d'éliminer les cellules n'ayant pas
traversé la membrane. L'opération est répétée plusieurs fois puis la membrane est
séchés.

Deux méthodes de fixation/coloration ont été utilisées:

- 1a coloration classique au May-Griinwald (tableau C)

- un kit de coloration rapide Hemacalor (Merck} -

Les deux méthodes donnent des résultats similaires, car le kit est également un May-
Griinwald légérement modifié. Il sera préférenuellement utilisé car il est beanconp
plus rapide.

La membrane est ensuite déposée aur une lame de verre, la face "cité migration”
towrnée vera le haut. Les cellules se comptabilisent A 'aide du microscope & un
grossissement de 400x. Chague test est effectné en triplicats, deux champs
microscopiques sont comptés par triplicat. Une moyenne est calculée pour chaque
test.

Les résultata sont exprimés en nombra de cellules ayant migré, ou dans le rapport:
nombre ds cellules ayant migé en présence de SAct/nombre de cellules migrant en
présence ds HBSS (témoin).

C. Hypersensibilité da lapin 4 I'EGS: test cutané
La test & préalablement é1é décrit par Brossard et Girardin (1985).

Le ventre des animaux est rasé environ 24h avant le début du test. Les lapins sont
étendus sur une planche, maintenus sur le dos, pendant 18 premiére heure du test,
puis A chaque nouvelle mesure. Deux zones de peau de texture semblable sont
délimitées sur le ventre des lapins A I'aide d'un feutre noir. Le premier site est
réservé a Vantigéne EGS (50pg dans 50pl de RPMI 1640} et le second au tampon de
dilution RPMI 1640 (50pl). La réaction cutanée est évaluée par la mesure de



ELISA pour antigénes de tiques

PBS 10 mM pH 74 PBS-BSA 1%: PBS 100 ml
Bavine Serum 1g
Na,HPO, 115 g Albumin {Sigma)
KH,PO, 02 g
NaCl Bg PBS-BSA 0.1%: PBS 100 ml
KCi 02 g BSA 01 g
H,0 1000 m!
PBS-Tween 0.05%: PBS 1000 mi
Tween-20 (Merk) 0.5 ml
ELISA pour TNF-¢
PBS 10 mM pH 7.4 PBS-Tween 0.2%: PBS 1000 mi
Tween-20 2 ml
Na,HPO, 115 g
KH,PO, 02 g
NaCl 8z PBS-Tween-BSA 1%: FBS-Tween 100 ml
KCl1 02 g BSA 1g
H0 1000 ml | pno Tween-BSA 0.1%:  PBS-Tween 100 ml
BSA 1¢g

Réaction ¢plnrimétrigue

Tampon diéthanolamine pH 9.8

Diéthanglamine
MgCl, x 6 H,O

NaN,

19.4 ml
20 mg

Ajouter environ 160 ml d’'H,O distillée,
puis ajuster & pH 9.8 avec HC1 0.1N.

40 mg | Compléter & 200 ml avec H,O dist.

para-nitrophényl-phosphate (PNPP) 1 mg/ml de tampon

Tableau D: ELISA: solutions et tampons
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I'épaississement de la peau au centre des sites ayant regu les injections sous-cutanées
d'antigtne ou de tampon. Les mesures sont effectuées & 1'aide d’un micrométre, toutes
les dix minutes pendant la premigre heure du test, puis apr2s 6, 24, 48, 72 et 96h.
Une mesure faite avant les injections sert de témoin. L'épaississement net est calculé
powr chaque site en socustrayant des valeurs obtenues aprés injection, la mesure
témoin.

ANNEXE IV: Tests sérologiques
A, ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

ELISA pour la détection d'anticorps IgG dirigés cantre 'EGS et 'ET
Les solutions et tampons sont décrits dans le tableau D.

- Sensibilisation des plagues

Les antigénes de tiques, dilués dana du tampon carbonate pH 9.6 & la concentration
de 2.5pg/ml pour 'EGS et de 2pg/ml pour I'ET, sont distribués, a raison de
100pl/puits, dana des microplaques en Immulon (Dynatech M 129-A), Les plaques
sont recouvertes de parafilm et incubées une nuit A 4°C.

- Lavages

Troia lavages successifs (le premier de quelques secondes, les suivants de 5 minutes
environ) sont effectués avec du PBS-Tween 0.05% pH 7.4. Chaque puits regoit 200nl,
distribués a l'aide d'une pipette multicanaux ou d'un appareil (Ultrawash II,
Dynatech)

- Saturatior. des sites

Pour éviter Iz fixation non spécifique d'immunoglobulines au cours des prochaines
étapes, les sites encore libres dans les puits sont saturés d'albumine bovins (BSA) par
I'addition da 200pl/puits de PBS-BSA 1%, pendant 30 minutes 4 37°C.
Toutes les incuhations sont effectuédes dans une étuve A circulation d'air pour
diminuer les effeta de bord.

Lavages identiques aux précédents.

- Incubation des plasmas
Les plasmas & tester sont dﬂués 4 1:100 avec PBS-BSA 0.1% et répartis en
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duplicats dans la microplaque & raison de i00pl/puits. Au moing deux puits par
plaque ne regoivent que le tampon de dilution (blancs). Le plasma d’un lapin ayant
subi cing infestations est ajouté dans chaque microplaque comme témoin positif. Les
plagues sont incubédes 1h a 37°C,

Lavages identiques aux précédents.

- Anticorps secondaires

Les anticorps secondaires sont des IgG de chévre anti-IgG de lapin couplés & de la
pbosphatase alcaline (Kirkegaard & Perrry Lab.). Dilués & 1:1000 avec du PBS-BSA
0.1%, ils sont incubés dans les plaques 1h & 37°C, & raison de 100pl/puits.

Lavages identiques aux précédents.

- Réaction colorimétrique

Le substrat, du para-nitrophényl-pbosphate (PNPP, Aldrich) dilué & Img/ml dans
un tampon diéthanolamine-HCl (pH 9.8, 0.5mM MgCl,), est ajouté & raison de
200pl/puits. L'incubation & 37°C dure de 30 & 60 minutes selon la vitesse de ls
réaction. Celle-ci est finalement stappée par I'addition de 50ul/puits de NaOH 3N.

- Lecture des résullats

La lecture de la réaction se fait & 405nm & l'aide d'un Autoreader MR 580
(Dynatech). La valeur nulle est prise par rapport aux blancs (puits incubés sans
plasmas). La moyeune des densités optiques (D.0.) des duplicats est calculée. Les
résultats sont exprimés par le pourcentage que représente cette moyenne par rapport
A la moyenne des D.0. obtenus pour le témoin positif. Une comparaisan de titres
entre des plasmas testés sur des microplaques différentes est ainsi possible.

ELISA pour la détection d'IgG anti-TNF-a humain

Les solutions et tampons sont décrits dans le tableau D (verso page 77). Le mode
opérateire est sensiblement le méme que pour 'ELISA "antigénes de tiques”. Les
particularités du teat sont indiquées ci-dessous.

- Sensibilisation des plagues
L’antigéne utilisé est du TNF-o recombinant humain (Genentech) dilué & 0.5pg/ml
dans du tampon carbonate pH 9.6.

- Lavages .
Trois lavages identiques & ceux décrits précédemment sont effectués avec un
tampon PBS-Tween 0.2% pH 7.4.



Ingrédients Quantité Conc.finale
Acide 5,5-diéthylbarbiturique  C,H,N,0, 08 g 43 mM
(barbital}
§,5-diéthylbarbiturate C.H, N,NaQ, 41 g 200 mM
de sodium (sodium barbital}
Azide de sodium NaN, 10 ¢ 150 mM
H,0 distillée

1000 mi

Tableau E: Tampon barbital 240 mM, pH 8.6
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- Saturation
Les sites encore libres sont bloqués avec 200pl/puits de PBS-Tween 0.2%-BSA 1%.

Lavages identiques gux précédents.

- Incubation des plasmas

Les plasmas & tester sont dilués & 1:500 dans du PBS-Tween-BSA 0.1%. Des
anticorps polyclonaux de lapins anti-TNF-a recombinant humasin (Endogen) sont
utilisés & 1a méms dilution et servent de témoins positifs.

Lavages idenﬁques aux précédents.

- Anticorps secondaires
Le conjugué est le méme que pour PELISA "antigines de tiques”. Il est dilué a
1:1000 dans PBS-Tween-BSA 0.1%.

Lavages comme précédemment.

- Substrat :
PNPPF 1mg/ml de diéthanolamine-HCl (pH 9.8, 0.5mM MgCL,); incubé comme pour
TELISA "antigénes de tiques”.

- Lecture

Elle se fnit &4 405nm au spectrophotométre (Autoreader MR 580, Dynatech). Les
résuitate sont exprimés de !la méme mani2re que dans 'ELISA "antigénes de tiques”,
par rapport aux valeurs obtenues pour le témoin positif.

B. Immunodiffusion radiale
La méthode ds dosage décrite ci-dessous est reprise de Ingild (1983).

- Préparation des plagues

Une solution de 1% d'agarose (type M, LKB/Pharmacia) dans du tampon barbital
PH 8.6 (tableau E) sst chauffée sous agitation constante. Le mélange est dégazé a
50°C, puis porté a 90°C pour que I'agarvse fonde complétement. La solution est
ensuite refroidie & 55-60°C et maintenue & cette température dans un bain-marie.

Des anticorps spécifiques de la substance & doser sont mélangés a l'agarose, qui est
ensuite déposé en couche mince de 1.5mm sur un film plastique (GelBond film,
: LKB/Pharmacia) posé A plat sur une plaque chauffante réglée a 55°C. Le gel est
régulidrement étalé a I'nide d'une pipette pasteur, puis refroidi toujours en pesition
horizontale. Les gels se conservent & 4°C en chambre humide jusqu'a utilisation.
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- Incubation dea sérums

Des puits da 2.5mm de diamétre géparés d’au moins 1.5cm sont formés dana lea gele
a l'aide d'un emparte-pi¢ce. Les sérums A tester sont dilués dans du tampan barbital
pH 8.6 et distribués A raisou de 5Spl/puita. La diffusion se déroule en atmosphére
humide A température ambiante. Il se forms des disques de précipitation dont le
diamétre sera mesuré aprés séchage et coloration des gele.

- Elimination des protéines non précipitées

La diffusion est terminée lorsque toutes les molécules d’antigine ont réagi avec les
anticorps du gel, et formé des complexes immuns qui précipitent dans le gel (anneau -
de précipitation marginal visible). Les gels sont alors baignés dans une solution de
NaCl 0.3M pendant 30 A 60 minutes, puis déposés sur une gurface plane et
recouveris de 3 A 4 couches de papier filtre (Whatman n® 1) imbibés d'H,0O distillée.
Una dixaine de couches da papier ménags sec sont ajoutéea et une légire charge
{plaque de verre) eat appliquée. Lorsque tout le papier s'eat humidifié, les gels sent
trempés dane H,0 distillée pendant 5 & 10 minutes.

- Séchage des gels

Sortia de l'eau, lea gels sont placés sur une plaque chauffante réglée & 40°C,
recouverts A nouvean de papier Whatman mouillé, de papier ménage sec et de la
plaque de verre. Lorsque le papier g'est humidifié, 1a plaque est enlevée. Les gels sont
laissés ainsi jusqu'd ce que tout le papier placé au-dessns d'eux ait complétement
séché. Les gels sont alors réduita & un film transparent étalé sur le GelBond.

- Coloration des gels

Les gels sont colorés pendant 5 minutes avec du blen brillant de Coomaseie R250
{0.6% dans méthanol 45%, acide acétique glacial 10%, H,O dist. 45%). L'excks de
colorant est éliminé par plusieurs lavages avec la solution décrite ci-dessus, sans le
colorant. Les gela sont séchés et peuvent &tre conservée ainei indéfiniment.

- Lecture des résultats

Le diamétre des disques de précipitation est mesuré a I'aide d'une loupe (Olympus)
munia d'un occulaire gradué. Sur chaque gel, une série de cing concentrations
connues ds Pantigéne A doser permet I'établiesement d'una droite standard. En effet,
pour une concentration d’anticorps donnée, la concentration de 'sntigéne reconnu et
le carré du diameétre du disque de précipitation mesuré dans le gel augmentent
lindairement (¢ = d%). Cette droite permet ensuite ds déduire des conceutretions
inconnues du méme antigéne contenus dans des échantillons A doser.

Dosage du C, et des IgM sériques

- Anticorps spécifiques
Les concentrations ont été fixéea lors de la rnise an point du test:
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- sérum de chévre anti-C, de lapin (BioScience) 4 1a concentration de 1.5ul/ml de gel
d’sgarose

- sérum de chévre anti-IgM de lapin (Kirkegaard & Perry Lab.) 4 1a concentration de
2.5pl/ml de gel.

- Dilution des sérums & tester
Les dilutions sont de 1:16 pour le dosage du C, et de 1:11 pour celui des IgM.

Comme nons ne disposons pas d’antigénes purifiés pour I'établissement des courbes
standard, un sérum commercial ds lapin (Gibco) est utilisé comme référence. Cing
dilutions sont placéea sur chaque gel {(voir exemple figure D)

- pour le dosage du C;: 1:4, 136, 1:11, 1:16 et 1:51 dans le tampon barbital pH §.6. La
concentration 1:16 {la méme que pour les échantillons & tester) est définie comme
la concentraticn de référence équivalent & 100%. Les sntres dilutions seront
exprimées en pourcent par rapport & cette concentration de référence: 400%,
266.67%, 145.45%, 100% et 31.37%. -

- pour le dosage des IgM: 1:2, 1:4, 1.6, 1:11 et 1:31, qui donnent sprés transformation
en pourcent: 550%, 275%, 183.33%, 100% et 35.5%.

- Incubation des gels
L'anneau épais marquant [a fin de la diffusion est visible en transparence dans le
gel aprés environ 48h pour le C,; et 72h pour les IgM.

0+ T T Y 1
31.37% 100% 145.45% 266.67% 400%

Figure D: Immunodiffusion rediale. Exemple de droite standard.
La dilution 1/15 est utilisée comme référence équivalent
& 100%. Les autres dilutions sont exprimées en % par
rapport 4 cette référence.
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