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Resumé. — Nous avons observé I'évolution de la parasitémie (P. berghei) et des taux
d’anticorps spécifiques (lgG), ainsi que le pronostic chez des gestantes et des témoins non
gestantes au sein des populations immunes et non immunes de souris OF1. Nous avons constaté
que: 1° la parasitémie était significativement plus élevée chez les gestantes que chez les non
gestantes, 2° chez les animaux immunisés, les gestantes parasitées avaient des taux d’anticorps
supérieurs & ceux des non gestantes parasitées et de leurs homologues non parasitées, 3° le
pronostic foeto-maternel était compromis en cas d’infection de la mére, et plus particuliérement
chez les non immunisées. Nos résultats réaffirment les constatations faites en zones endémiques
et sur modéle expérimental, et semblent indiguer que I'immunodépression observée au cours de
la gestation ne saurait s’expliquer par une déficience de la production d’anticorps spécifiques.
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Introduction

L’incidence élevée de la malaria chez les gestantes a été obsevée en
zones endémiques par de nombreux auteurs (3, 4, 5, 7, 8, 16, 18, 23, 24,
25, 27, 36). Cette grande susceptibilité & la malaria se répercute facheuse-
ment sur le cours de la grossesse ainsi que sur le pronostic foeto-maternel.
Les différents auteurs situent le moment critique a I'une ou I'autre période
de la deuxiéme moitié de la gestation. Dans ce travail utilisant un modéle
animal, I'évolution de la parasitémie et les fluctuations des taux d’anticorps
spécifiques sont suivies chez les gestantes et des témoins au sein des
populations immunes et non-immunes.

Matériel et méthodes

— Une population de souris (OF1) albinos femelles (n=80), provenant de
IFFA CREDO/Bruxelles, agées de 16 semaines et pesant 36 (+4) gr, a été
subdivisée en groupes d’aprés les traitements subis. |l s’agissait chronologi-
quement: 1° d’un processus d’immunisation P (protection); 2° d’une inocula-
tion épreuve (challenge) ou infection | et 3° d’une fécondation M (mére).

Les animaux qui n’ont pas subi la manipulation en question sont appelés:
nP (non immunisés); nl (non infectés); A (animaux non fécondés). Les
groupes peuvent donc étre identifiés de la maniére suivante:
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1° Animaux immunisés avec challenge (API, n=10);

2° Méres immunisées avec challenge (MPI, n=10);

3° Animaux non immunisés non infectés (AnPnl, n=10);
4° Méres non immunisées non infectées (MnPnl, n=10);
5° Animaux non immunisés infectés (AnPIl, n=20);

6° Méres non immunisées infectées (MnPI, n=20).

— Etat des animaux et des méres au moment de ['observation. Parmi
les animaux et les méres immunisés (P) et ayant recu un challenge (I), nous
avons reconnu deux sous-groupes, d’aprés que le sang contenait (Pos) ou
non (Nég) des parasites au moment des observations. Ceci nous oblige a
reconnaitre les sous-groupes suivants:

1° API/Pos (n=4); 2° API/Nég (n=8); 3° MPI/Pos (n=4); 4° MPI/Nég (n=6).

— Immunisation. Elle a consisté en 4 inoculations intrapéritonéales
successives a 1 semaine d’intervalle de parasites virulents (10° globules
rouges parasités par le P. berghei, souche ANKA) et suivies chaque fois de
traitement a la chloroquine (25 mg/kg/j pendant 3 jours a partir du jour 3)
avec pour effet la suppression au moins transitoire de la parasitémie (35).

— Le challenge réalisé par voie intrapéritonéale a ’aide d’un inoculum
standard de 10° globules rouges parasités a été effectué 4 semaines aprés
'immunisation et deux semaines avant I’accouplement.

— L’infection chez les animaux non immunisés a été réalisée soit le jour
de 'accouplement soit vers la fin de la premiére moitié de la gestation (8,5
+1,5 jours).

— Fécondation. Les tentatives de fécondation ont été réalisées par
accouplement naturel 6 semaines aprés I'immunisation. Les méles séjournant
en permanence auprés des femelles (1 /3 ou 4 Q) a partir du jour O de
I’expérience, I’age gestationnel a été évalué en fonction du jour de la
découverte du «plug» vaginal et de I’évolution pondérale suivant une échelle
théorique expérimentalement préétablie (courbe moyenne et son intervalle de
confiance a 95 %). La fécondation n’ayant pas été synchronisée, il n’y avait
donc pas de concordance entre les jours de 'expérience et I’dAge gestation-
nel. En effet, les mises bas ont eu lieu de J32 a J49, et les fécondations
respectives de J13 a J30. Par conséquent, d’une part il n’y avait pas encore
de gestation avant le jour 13, et d’autre part I'on avait de J32 & J49 un
mélange de souris en gestation et en post-partum. Ce fait ne constitue
cependant pas un handicap pour I'interprétation des résultats, car le but de
ce travail préliminaire vise essentiellement a dégager I'effet global du facteur
«gestation» sur les paramétres paludéens.

— La surveillance des animaux a consisté en. contrdles de la parasitémie
tri-hnebdomadaires et prélévements du sérum pour recherche d’anticorps
spécifiques.
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— Coloration des frottis sanguins (sang de la queue) au Giemsa et
numeération des globules rouges parasités exprimée en % sur un total de
9.000 globules rouges observés au microscope optique.

— Test d’immunofluorescence indirecte. La recherche des anticorps
spécifiques (IgG) a été faite avec un antigéne homologue de P. bergheilsou-
che ANKA et [e conjugué GAM/IgG (chévre anti-souris)/FITC provenant de
Nordic Immunology (Tilburg, The Netherlands, n°® 13-982). Tous les sérums,
retirés du sang prélevé & la queue, ont été examinés aux cing dilutions
suivantes: 1/20, 1/40, 1/80, 1/160 et 1/320. Un score de 1 a 5 a été
respectivement attribué a chacune de ces dilutions en cas de positivité a 3
croix et plus. Les critéres de positivité utilisés étaient les suivants: (—) = pa-
rasites non visibles, (+) = parasites a peine visibles, (+ +) = parasites verts
péles, (+ + +) = parasites fluorescents et (+ + + +) = parasites trés fluores-
cents.

— L’état d’immunité résiduelle a été affirmé par des frottis négatifs
successifs et une subinoculation négative. Le subinoculum a consisté en 30
gouttes de sang prélevé & la queue dans 1cc de PBS + Potassium EDTA.

— Echantillonnage. La composition des différents groupes ainsi que
certains prélevements ont été déterminés au hasard.

— Analyse statistique. Les tests statistiques suivants ont été utilisés: le
test t de Student pour éprouver les moyennes et les coefficients de
régression, et le test du Chi-carré (x®) pour les proportions. La régression
linéaire a été utilisée pour évaluer la progression de la parasitémie et des
taux d’Ac dans le temps. Les calculs ont été effectués sur micro-ordinateur
TRS 80/Tandy avec des programmes appropriés (Advanced Statistical Analy-
sis, Tandy Radio Shack. Cat N° 26-1705, 1981).

Résultats

1. Evolution de la parasitémie

La surveillance de la parasitémie s’est échelonnée sur prés de huit
semaines du fait de la non synchronisation des gestations. Les observations
suivantes ont été faites au niveau des différents sous-groupes infectés et en
état de prémunition:

1° Meéres immunisées avec challenge: MPI/Pos (fig. 1)

Trois des quatre méres ont présenté une parasitémie subpatente pendant
la premiére moitié de la gestation. Ensuite, la parasitémie s’est élevée
brutalement au cours de la derniére moitié. Dans un cas, elle était basse
et fluctuante au début et s’éleva par aprés, mais de fagon modérée (< 1 %).

135



+: décés de 1a mére
x: mise-bas ou interrup- e
tion de la gestation

~N
I
|
|
I
(N
|
|
1
)

T
!
]
|
i
|
|
t
i
]
i

—

LOglO PARASITEMIE %ooo

=]

I
30 JOURS

1€ moitie / 2
de la gestation

Figure 1.

Evolution de la parasitémie au cours de la gestation
chez les immunisées avec challenge (MPI/Pos).

2° Animaux immunisés avec challenge : API/Pos (fig. 2)

Parmi les quatre en état de prémunition au début de I'expérience, deux
seulement ont présenté une parasitémie patente, fluctuante et généralement
basse. On a observé une seule fois une parasitémie supérieure a 1%,
laquelle devait disparaitre rapidement.
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Figure 2.

Corrélation parasitémie-temps chez les immunisées
avec challenge (MPI/Pos et API/Pos).
Jour 0: début du contrdle de la parasitémie.
Jour 36: décés de 'une des quatre gestantes.
¢ Gestantes (MPV/Pos); © Non gestantes (API/Pos).
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3° Animaux et méres non immunisés infectés: AnPl et MnPI (fig. 3)

Ces deux groupes (n1 = n2 = 10) n’étant pas immunisés, la parasitemie
évolua, comme lors d’une infection létale & P. berghei. Tous ces animaux
périrent endéans les 25 jours aprés I'inoculation, sans qu’on ait pu metire
en évidence les gestations.
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Figure 3.

Parasitémies moyennes
des non immunisées infectées (MnPl et AnPI).

Deux autres groupes d’effectif similaire furent alors constitués et I'inocula-
tion retardée vers la fin de la premiére moitié de la gestation (8,5 +/— 1,5
jours). La parasitémie moyenne était moins élevée chez les gestantes
jusqu’au jour 4, et était devenue plus élevée a partir du jour 5 de I'infection,
alors que l'on notait un retard évolutif de celle des non gestantes.

Nous avons aussi observé qu’aprés expulsion du complexe feeto-placentai-
re (avortement ou mise bas), il y avait généralement une baisse spectaculaire
de la parasitémie dans les 72 heures avec une nette amélioration de I'état
maternel (fig. 1).

La régression linéaire de la parasitémie dans le temps met en évidence
I’'existence:

1°) Chez les MPI/Pos et API/Pos, du jour O au jour 36, d’une corrélation

positive qui n’est statistiquement significative (p < 0,05) que chez les
MPI/Pos (fig. 2).

2% Du jour O au jour 6 aprés l'inoculation, d’une corrélation positive
hautement significative (p < 0,01) chez les MnPl et trés hautement
significative (p < 0,001) chez les AnPI (fig. 4).
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Figure 4.

Corrélation parasitémie-temps
chez les non immunisées infectées,

2. Pronostic gravidique et survie foeto-maternelle

L’évolution gestationnelle et le pronostic foeto-maternel au sein de chaque
groupe sont repris dans le tableau 1. Le groupe de référence est constitué
par les méres non immunisées et non infectées (MnPnl).

TABLEAU 1
Pronostic gravidique et survie feeto-maternelle
. Interruptions Gestations e - Expulsion
Groupes Eff(enc;tlfs de la menées a terme “%oﬁgfg)) n':g(t)gr?:gﬁe a terme de
gestation (foetus vivants) morts-nés
1 (25%)" 1 (25 %) 1 (25%)2 1 (25%) 1 (25 %)
MPI/Pos 4 p=0.1013 p=00032**  p=0.1013 p=0.1013 p=0.1013
4 0 (0%) 6 (100 %) 0 (0%) 0 (0 %) 0 (0 %)
MPI/Nég 6 p=1 p=1 p=1 p=1 p=1
MnPI 10 9 (90 %) 1 (10 %) 0 (0%) 10 (100 %) 0 (0%)
p=0.0002*** p=0.0002*** p=1 p=0.0001*** p=1
MnPnl 10 0 (0%) 10 (100 %} 0 (0%) 0 (0 %) 0 (0%)

¥2' : probabilité par rapport aux méres non immunisées non infectées (MnPnl)
* 1 p<0.05 : significatif

** 1 p<0.01 : hautement significatif

***: p < 0.001: trés hautement significatif.

1) Il s’agit d’un cas de prématurité avec mise & mort des petits.

2) Mortalité «in utero» concomitante au décés maternel,

N.B. On n’a enregistré aucun décés parmi les APl et AnPnl.

On remarque plus d’interrruptions de la gestation chez les MnPI
(p < 0,001), moins de gestations a terme chez les MPI/Pos (p < 0,01), et les
MnPI (p < 0,001), et enfin un taux élevé de mortalité maternelle chez les MnPI
(p = 0,0001).
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La survie moyenne des meres non immunes infectées était de 7,5 +/—
4,4 jours tandis que celle des animaux non immuns infectés était de 11,9
+/— 6,95 jours. La différence n’atteint pas le seuil de signification statistique
(p > 0,05). Cependant, lorsque I'on considére la mortalité précoce aux jours
6 et 7, on constate qu’elle est plus importante chez les gestantes et les
différences s’avérent significatives (p < 0,05) avec une probabilité respective
due au hasard de 0,032 et 0,027 (fig. 5).
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Figure ‘5.

Mortalité cumulée (en %) des MnP! et AnPl.

3. Evolution des taux d’anticorps

Le dosage des anticorps spécifiques a été fait aux jours 0, 14, 28, 35
et 49 de I'expérience. Seuls les groupes immunisés ont fait 'objet de cette
étude.

La régression linéaire des scores dans le temps se présente de la maniére
suivante:

1°) Dans I'’ensemble (MPI et API), it y a une corrélation négative (r < o) qui
n'est statistiquement significative que chez les non gestantes
(fig. 6 et 7).

2°) Les gestantes parasitées (MPI/Pos) maintiennent leur niveau sérologique
initial (r = 0; fig. 6), tandis que la baisse de celui de leurs homologues
non gestantes (API/Pos) n’est pas significative (fig. 7).

3°) Les gestantes et non gestantes en état d’'immunité résiduelle (MPI/Nég
et API/Nég) se caractérisent par une corrélation négative significative
(fig. 6 et 7).

Les coefficients de régression (ou pentes) traduisant I'ampleur ou mieux
la vitesse évolutive de la variable dépendante (scores sérologiques) par
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Corrélation scores sérologiques-temps
chez les gestantes immunisées avec challenge.

1. MPI/Pos: y = 5, R = 0;n = 19; P = 1.

2. MPl: y = 404-0.13 x; R = 0.20; n = 46;
P = 017
3. MPI/Nég: y = 3.33-021 x; R = 0.38; n =
27; P = 0.04*
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Figure 7.

Corrélation scores sérologiques-temps
chez les non gestantes
immunisées avec challenge.

1. API/Pos: y = 4,50-0,11 x; R = 0,19; n =

19; P = 0,55.
2. APl:y = 454-0,17 x; R = 0,32; n = 47;
P = 0,02*.
3. API/Nég: y = 4,50-0,19 x; R = 0,40, n =
29; P = 0,02*.

(temps), nous avons procédé a leur
repris dans le tableau 2. On observe

gestantes (MPI) et non gestantes (API).

2°) Une absence de signification de la différence entre les parasitées
(MPi/Pos et API/Pos) et entre les non parasitées (MPI/Nég. et API/Nég.)

des deux groupes.

3° Une différence positive et significative entre les gestantes parasitées
(MPI/Pos) et leurs homologues non parasitées (MPI/Nég.), alors que cette
méme différence n’atteint pas chez les non gestantes (API/Pos et

API/Nég.) le seuil de signification statistique.

TABLEAU 2
Coefficients de régression (scores sérologiques dans le temps)
pour chaque groupe et leur comparaison deux & deux (voir aussi Fig. 6 et 7)

Groupes Coefficients byx-b'yx S.E.diff. T ddl

MPI byx = —0.134426 0.034675 0.0996976 0.347802 89 >0.05
API b'yx= —0.169101

MPI/Pos : byx = O 0.113762 0.119338 0.953278 34 >0.05
API/Pos : b'yx= —0.113762

MPIi/Nég : byx = -0.214098 —-0.027917 0.114297 —0.244249 52 >0.05
API/Nég : b'yx= —0.186181

MPI/Pos : byx = 0 0.214098 0.107334 1.99469 42 <0.05
MPI/Nég: b'yx= —0.214098

APl/Pos : byx = —0.113762 0.072419 0.131964 0.548778 44 >0.05
API/Nég : b'yx= —0.186181

N.B: — byx et b’yx: coefficients de régression.

— S.E.diff. = erreurtype de la différence des coefficients.

— ddl=n1+n2-4.

Discussion

L'effet aggravant de la grossesse est rapporté dans plusieurs affections.
L’évolution de certaines tumeurs (2), des infections virales (11, 22, 29, 30,
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37), bactériennes (13), fongiques (30), parasitaires (1, 20) et de certaines
pathologies endocriniennes (15) et auto-immunes (12, 14, 17, 31) s’aggrave
subitement au cours de la grossesse.

Dans le cas particulier de la malaria, on observe une incidence élevée
de la parasitémie et des recrudescences chez les gestantes en zones
d’endémie malarienne (3, 4, 5, 7, 8, 16, 18, 23, 24, 25, 27, 36) et sur le
modéle animal en laboratoire (19, 32, 33, 34). Nos résultats ne font que
confirmer ces observations. En effet, la tendance a la recrudescence de la
parasitémie chez les gestantes immunisées se traduit par une différence
positive et trés hautement significative (p < 0,001) entre leurs coefficients de
régression (parasitémie-temps) et ceux des non gestantes. Cette tendance
se retrouve également quand on considére les groupes non immunisés
infectés. Les gestantes se caractérisent par un coefficient qui differe de
maniére trés hautement significative de celui des non gestantes (tableau 3).

TABLEAU 3

Coefficients de régression (parasitémie dans le temps)
pour chaque groupe et leur comparaison deux a deux (voir aussi Fig. 2 et 4)

Groupes Coefficients byx-b'yx S.E.diff. T ddl P
MPI/Pos : byx = 0.275243 0.266665 0.0452479 5.89341 68 <0.001
API/Pos : b'yx= 0.00857854
MnPl @ byx = 3.18 1.83 0.2748530 6.67445 96 <0.001
AnPI :b'yx= 1.35

Le couple foeto-maternel se trouve particulierement menacé par la mala-
ria. Celle-ci peut entrainer soit une interruption de la grossesse ou la mort
du feetus in utero, soit méme le décés maternel. Nos résultats appuient ces
observations faites depuis longtemps en zones endémiques (3, 9, 16, 18, 24,
27, 28, 36). Il faut remarquer que le tribut payé par les gestantes non
immunisées est plus lourd encore (tableau 1). La survie moyenne de ces
gestantes non immunisées infectées est inférieure a celle des non gestantes
de la méme catégorie. La mortalité précoce aux jours 6 et 7 de I'infection
(fig. 5) est plus élevée chez les gestantes (respectivement 80 et 90 %) que
chez les non gestantes (respectivement 30 et 40 %).

Les constatations suivantes suggérent que les gestantes sont, en cas
d’infection, capables de produire des anticorps spécifiques: la diminution
significative avec le temps et pour I'ensemble des scores sérologiques des
non gestantes (et non de ceux des gestantes); le maintien du niveau
sérologique initial chez les gestantes en état de prémunition, ainsi que la
différence significative entre ces derniéres et leurs homologues en état
d’immunité résiduelle. Certaines observations (8, 10, 21) signalent méme une
hyperproduction d’anticorps spécifiques chez les gestantes infectées. Et dans
le cas particulier de la malaria, des études en zone endémique ont révélé
des taux presgue identiques chez les gestantes et les non gestantes (26).

Nous avons aussi constaté que le niveau sérologique élevé des gestantes
prémunies ne leur confére pas pour autant une plus grande protection, car,
comme le démontrent nos résultats, ce maintien d’un taux élevé d’anticorps
s’accompagne malheureusement d’une montée de la parasitémie (survenant
essentiellement dans la deuxiéme moitié de la gestation). Ce dernier point,
bien que capital, ne fait pas I'objet du présent travail et sera traité ailleurs.
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Les gestantes et non gestantes en état d’immunité résiduelle présentent
une diminution significative de leurs taux d’anticorps. Cette baisse significati-
ve des taux traduirait sans doute I’amortissement ssrologique avec le temps
en l'absence de toute infection protectrice.

En conclusion, nous pouvons réaffirmer d’'une part que la malaria
constitue un danger réel pour la poursuite de la gestation et le pronostic
feeto-maternel, et que de I'autre I’état gravidique en soi favorise I'augmenta-
tion d’une parasitémie latente et I'aggravation de I'infection chez les individus
non immuns. Bien plus, il nous semble que cette immunodépression liée a
la gestation ne saurait s’expliquer par une déficience de la production
d’anticorps spécifiques, mais que les mécanismes effecteurs se situeraient
sans doute ailleurs.

Remerciements. — Nous remercions sincérement S. Desager pour la mise en page, H.
Vanvinckenroye pour les illustrations et A. Correwijn pour I'aide technique au cours de la
réalisation de ce travail.

Parasitological and serological observations in pregnant mice infected with Plasmodium
berghei.

Summary. — Parasitaemia (P. berghei), specific antibody titers (IgG) and prognosis have been
observed in pregnant and non-pregnant mice immunized or not: 1° the parasitaemia in pregnant
mice was significantly higher than in non-pregnant controls, 2° in the immunized population,
infected pregnant mice had antibody titers higher than those of infected non-pregnant and of
non-infected pregnant, 3° the foeto-maternal prognosis was compromised in infected mice, and
especially when not immunized. Our results confirm observations made in endemic countries and
in experimental models, and seem to indicate that the immunodepression state observed in
malaria during pregnancy could not be explained by a deficiency of the specific antibody
production.

Parasitologische en serologische waarnemingen bij drachtige muizen besmet met Plas-
modium berghei.

Samenvatting. — Bij drachtige en niet drachtige immune en niet immune OF1 muizen werden
de evolutie van de parasitemie (P. berghei) en de titers van specifieke antistoffen (IgG) gevolgd,
en werd de prognose bepaald. De volgende vaststellingen werden gedaan: 1° de parasitemie
was significant hoger bij de drachtige dieren dan bij de niet drachtige, 2° binnen de groep van
geimmuniseerde dieren vertoonden drachtige geparasiteerde proefdieren hogere titers aan
antistoffen dan niet drachtige geparasiteerde of drachtige niet geparasiteerde muizen, 3° de
infectie van de moeder beinvioedt de prognose van de drachten ongunstig, in het bijzonder bjj
niet-geimmuniseerde dieren. Onze resultaten bevestigen de vaststellingen gedaan in endemische
gebieden en bij experimentele modellen en lijken erop te wijzen dat de immunodepressie
waarneembaar tijdens de zwangerschap, niet kan te wijten zijn aan een gebrekkige produktie van
specifieke antistoffen.

Recu pour publication le 28 novembre 1985.
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