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Résumé

Les Eimeria sont des parasites protozoaires, obligatoirement intracellulaires. qui infectent I'épithélium
intestinal. Bien que les mécanismes de protection contre les coccidioses aviaires soient encore mal connus. il
est désormais €tabli que I'immunité a médiation cellulaire joue un role prédominant dans la défense de I'hote
contre le parasite.En particulier, comme pour les protozooses des mammiferes. I'IFN-y pourrait étre une des
molécules effectrices spécifiques responsable de cette protection. L'IFN-y recombinant aviaire n'étant pas
disponible, des surnageants de culture de splénocytes activés par de la Concanavaline A ou d'une lignée
lymphoide transformée par le virus de la Réticuloendothéliose ont ét¢ utilisés comme source d'IFN-y. Apres
traitement de macrophages de moelle osseuse et de fibroblastes embryonnaires de poulet avec ces surnageants.
une inhibition du développement intracellulaire d' E. tfenella ou de T. gondii est observée. et ceci de facon
dose-dépendante. En conclusion, 1'IFN-y par son effet inducteur d'une activité microbiostatique sur certaines
cellules. pourrait jouer un role essentiel dans la limitation de l'invasion parasitaire dans le cas de la coccidiose

aviaire.
Introduction

Les coccidioses aviaires sont dues a des protozoaires
du genre Eimeria, qui se développent dans les
cellules épithéliales de la muqueuse intestinale. Elles
sont responsables d'importantes pertes €économiques
en élevage industriel. Les méthodes de lutte reposant
sur la chimioprévention systématique, n'apportent
plus actuellement toute satisfaction, ce qui accroit
I'intérét de la mise au point de vaccins en particulier
recombinants. La connaissance des mécanismes de
défense immunitaires mis en place lors de 1'infection
par Eimeria s'avere donc étre indispensable. Elle
reste encore trés fragmentaire. Toutefois, un certain
nombre de travaux souligne le réle prédominant de
immunit¢é a médiation cellulaite dans les
mécanismes de protection (Rose, 1982; Lillehoj,
1987). Plus précisément au niveau du lieu de
multiplication local intestinal, plusieurs études ont
évoqué une participation des cellules NK et des
lymphocytes T v8* ou CD8* dans la premiére ligne
de defense contre diverses Eimeria aviaires
(Lillehoj,1989: Trout et Lillehoj, 1995; Rothwell et
al., 1995)

Presque rien n'est connu sur les cytokines impliquées
dans la lutte contre la multiplication des Eimeria
aviaires. Mais d'aprés la littérature sur d'autres
protozoaires comme 7Toxoplasma gondii (Susuki et
Orenalla, 1988; Dimier et Bout, 1993), I'TFN-y
pourrait jouer un role prédominant. Le gene de
I'IFN-y de poulet a été identifié¢ (Digby et Lowenthal,
1995). La protéine recombinante n'est toutefois pas

disponible. Les surnageants de splénocytes stimulés
par la Concanavaline A ou de lymphocytes
transformés par le virus de la réticuloendothéliose
contiennent une activité de type IFN-y (Kaspers et al..
1994, Lowenthal et al. 1994). L'objectif de notre
étude a ét¢ de déterminer l'effet in vitro de
l'activation par ces surnageants de macrophages ou
de fibroblastes de poulet. sur la multiplication de
protozoaires . E. tenella et T. gondii .

1. Matériel et méthodes
1.1. Parasites

La souche d' E. tenella utilisée est la souche sauvage
PAPt36, isolée au laboratoire des Maladies a
Protozoaires et celle de 7. gondii est la souche
sauvage virulente RH (Sabin, 1941).

1.2. Surnageants de culture contenant de I'IFN-y

Les splénocytes de poulets PA12 (Leghorn blanche)

(107 cellules par ml) sont stimulés par la
Concanavaline A (10pg par ml) pendant 48h (Sn
Con A).Les cellules de la lignée lymphoblastoide
transformée par le virus de la Réticuloendoth€liose
(10° par ml) sont cultivées pendant  72h
(Sn REV). Le milicu de culture est du RPMI
(Gibco) complété avec 10% de sérum de veau
décomplémenté.
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1.3. Cultures cellulaires

Les macrophages sont obtenus a partir de la moelle
osseuse de poulets PAI2 agés de 12 jours par
adhérence  sur  plastique. Les fibroblastes
embryonnaires  sont préparés a partir d'oeufs
embryonnés de 10 jours.

1.4. Test de
d'inhibition

multiplication parasitaire et

La prolifération parasitaire est évaluée par
I'incorporation d'Uracile triti€. Les macrophages ou
les fibroblastes sont mis a incuber pendant 24 a 48h
dans des plaques de culture 96 puits (2.5. 10# cellules
par puits). Puis un prétraitement par les surnageants
Con A ou REV i diverses dilutions. est effectué
pendant 24h. Les sporozoites d'E. ftenella ou les
tachyzootes de T gondii sont ensuite ajoutés (5. 10#
par puits) et deux heures plus tard. 0.5 pCi d'Uracile
triti€¢ (Amersham. activité spécifique 50 Ci par
nmole). Les cultures sont prélevées sur filtre de fibre
de verre 48h apres. et la radioactivité incorporée est
déterminée par un compteur & scintillation liquide
(LKB)

1.5. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés par la movenne (SEM)
des coups par minutes de 3 mesures. L'analyse
statistique des différences entre moyvennes se fait par

le test t de Student.
2. Résultats et discussion

La présence d'une activité¢ de type IFN-g dans les
surnageants Con A et REV a été vérifice par 4 tests.
qui. pris isolément. ne sont pas spécifiques. mais
dont la combinaison permet d'identifier celle-ci. Le
test d'inhibition de la multiplication du virus de la
Stomatite vésiculeuse permet une identification d'une
activité de type IFN, sans pouvoir distinguer I'IFN-g
de I'lIFN-a/b.Nos surnageants ont un effet inhibiteur
jusqu'a la dilution 1/32.Le test d'induction de la
production d'oxyde nitrique par les macrophages
signe avec une forte présomption la présence d'IFN-
g.I'TFN-a/b n'étant pas actif. Le surnageant Con A est
positif jusqu” la dilution 1/32 et le surnageant REV
jusqu'a la dilution 1/128.Les deux surnageants
induisent l'augmentation des antigenes de classe II a
la surface des macrophages,ce qui peut étre le fait
d'autres lymphokines comme I'IL2, et 'apparition de
ces mémes antigénes a la surface des fibroblastes,
action assez spécifique de I'IFN-g.Enfin le test
d'induction d'une activité cytostasique active sur les
cellules de lignée transformées par le virus de la
maladie de Marek et médiée par les macrophages,
n'est pas exclusif de I'I[FN-g. Les deux surnageants
induisent une inhibition jusqu'a la dilution 1/16.Donc
la positivité de ces 4 tests est fortement en faveur de

la présence d'TFN-y dans les surnageants Con A et
REV, mais n'exclut pas la présence d'autres cytokines
comme 'TFN-a/b et I'IL2.

Les résultats de multiplication d'E. tenella sur
macrophages et fibroblastes embryonnaires (Fig.1)
montrent une forte incorporation d'Uracile triti¢ aprés
48h de culture, ce qui signe une multiplication rapide
et marquée du parasite. La préincubation des
macrophages et fibroblastes avec les surnageants Con
A et REV réduit considérablement cette
incorporation.La dilution minimale effective est de
1/512 pour le surnageant REV et de 1/256 pour le
surnageant Con A. Les surnageants purs n'ont pas
d'effet toxique visible sur les cultures. Les résultats de
multiplication de 7. gondii (Fig.2) s'avérent étre
similaires pour le surnageant Con A. Par contre un
effet biphasique est observé pour le surnageant REV,
dont l'action inhibitrice est visible des dilutions 1/4 a
1/32 pour les fibroblastes, et des dilutions 1/8 a 1/32
pour les macrophages. Il est improbable que l'effet
inhibiteur soit du a un effet direct de I'lFN-g, puisque
les cellules sont lavées avant 1'addition du parasite.

En conclusion, nos expériences montrent que des
macrophages et des fibroblastes de poulet, stimulés
par des surnageants contenant une activité IFN-g,
possédent une capacité microbiostatique. puisqu'ils
inhibent la multiplication d' E.tenella . spécifique du
poulet, mais aussi de 7.gondii.Donc, ceci suggére
que, dans la coccidiose aviaire (Kogut et Lange,
1989) comme dans d'autres protozooses de
mammiféres (Susuki et Orenalla, 1988; Dimier et
Bout, 1993), I'IFN-g pourrait étre un médiateur
majeur de la résistance au niveau local intestinal.
D'autres études sont nécessaires pour déterminer la
signification in vivo de ce phénoméne.
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FIGURE 1 : Inhibition de Iincorporation d’uracile tritié par Eimeria tenella dans les cultures
de macrophages de moelle osseuse | ou de fibroblastes embryonnaires §§ activés par les
surnageants REV ou ConA a différentes dilutions. Les résultats sont exprimés par la movenne
(SEM) de 3 mesures. IIs sont représentatifs d’au-moins trois expériences indépendantes.
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FIGURE 2 : Inhibition de I"incorporation d’uracile tritié par Toxoplasma gondii dans les
cultures de macrophages de moelle osseuse l ou de fibroblastes embryonnaires [ activés
par les surnageants REV ou ConA 1 différentes dilutions. Les résultats sont exprimes par la

moyenne (SEM) de 3 mesures. IIs sont représentatifs d’au-moins trois expériences
indépendantes.
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