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SUMMARY

Transmission of Plasmodium spps. to haematophagous vectors is nece-

ssary for the continuation of the 1ife cycle of these haemosporidia. It

has long been known that the infectivity of Plasmodium gametocytes undergoes
variation during the course of malarial infection. Studies concerning the
mechanism underlying such variation would be of considerable value since

an inhibition of gametocyte infectivity can affect the transmission of

malarial parasites.

In the present study we have investigated the variation in the

infectivity of gametocytes of the rodent parasite P. yoelii nigeriensis

“and of the primate parasite P. knowlesi in relation to various parasite

and host factors,

Gametogenesis in P, yoelii nigeriensis, with the production of infect- .

ious gametocytes can occur immediately following hepatic schizogony. The
gametocytes reach their peak of infectivity for the mosquito, Antheles
stephensi on the third day following intravenous inoculation. Later, des-
pite the increase in the number of gametocytes, their infectivity declines.
This pattern is not influenced by the dose of inoculum and is parallel to
the rate of exflagellation. The morphology of the gametocyte has been stu-
died in relation to this deQelopmment. Ultrastructural observations appea-
red to demonstrate that the loss in infectivity could be associated with

mitochondrial degradation and an increase in folding of the membrane.



The results of our study suggest that serum and plasma factors are
involved in the changes in gametocyte infectivity. When serum or plasma from

infected animals was passively transferred to naive animals and subsequently
gametocytes,
injected withy there was a marked inhibition in the gametocytes

infectivity.

We have also observedmodificationsin the level of pH, PCO,, PO,, lac-
tic acid in the body fluids of infected animals. Such changes induced

by malarial infection can have an influence on the physiology of gametocytes.

- Finally, a morphological and chronobiological study of the gametocytes
of P. knowlesi has allowed us to recognize a marked "nycthemerial” rythm

in infectivity for the mosquito.
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1. INTRODUCTION

1.1. Généralités

Le paludisme est la plus importante des maladies transmissibles :
210 mitlions de personnes au moins en sont affectées de maniére chronique
en Asje, Afrique et Amérique Latine, et le nombre de décés dus a cette
infection ne peut é&tre évalué précisément. De plus, le paludisme est
en train de devenir une menace trés préoccupante de par 1'apparition &
la fois de la résistance des Anophéles vecteurs aux insecticides et du

parasite Tui-méme aux médicaments utilisés jusque 1a pour le combattre.

1.2. Rappel sur le cycle de Plasmodium (Fig. a)

L'infection palustre débute par 1'injection des sporozoites par
un moustique dans un capillaire de 1'hdte et leur transfert vers le foie
ol ils envahissent les cellules du parenchyme hépatique pour se développer
en schizontes préérythrocytaires’YFig. 40). Ceux-ci produisent 2000 i 20000
mérozoTtes qui sont 1ibérés dans la circulation 42 a 72 heures aprés la
piglre infestante (pour les plasmodies de rongeur) et qui envahissent les

érythrocytes.

La multiplication asexuée se poursuit alors par une schizogonie
intraérythrocytaire répétée produisant & chaque cycle 8 a 16 (ou plus)
mérozoites, ce qui correspond & la période d'invasion et de destruction
des hématies caractéristiques du paludisme. Ces mérozoites donnent nais-
sance aux macro et microgamétocytes. Les gamétocytes peuvent aussi se
développer directement & partir des mérozoites issus des schizontes
hépatiques, aussi bien dans le paludisme aviaire (ADLER et TCHERNOMORETZ,
1943) que mamalien (JAMES et al., 1936 ; KILLICK-KENDRICK et WARREN,

1968). La gamétogenése, a partir des gamétocytes ingérés par le moustique,



conditionne la poursuite du cycle biologique et la production de

sporozoTtes infestants.

1

.3. Aspects historiques des recherches sur les gamétocytes

Les gamétocytes de Plasmodium ne quittent pas les hématies de
1'hdte tant qu'ils sont dans la circulation. Par contre, lorsque le sang
infesté est ingéré par un moustique réceptif, les gamétocytes s'échappent
de 1'érythrocyte et les gamétes se forment dans 1'estomac de 1'insecte.
La formation de gamétes mdles filiformes et mobiles a partir du micro-

gamétocyte est un phénoméne spectaculaire connu sous 1'appellation d'ex-
flagellation.

Lé“premiére exf]agellation a partir du sang d'un paludéen fut
observée en 1880 par LAVERAN (1881) qui en conclut que la maladie était
liée a la présence d'un parasite dans le sang. Une observation similaire

fut réalisée par DANILEWSKY (1885) sur Haemoproteus, un hématozoaire des

oiseaux. MANSON (1984) pensait que les corps flagellés étaient
une partie intégrale du développement du parasite essentielle
"3 1a survie de 1'espéce hors de 1'hote vertdbré : i1 suggéra que le
parasite était aspiré par un moustique ou autre insecte suceur et que
1'organisme flagellé devait traverser certains organes de ce vecteur.
Cette hypothése était également avancée par ROSS (1895).

En 1897, 1'exflagellation fut observée pour la premiere fois sur

du sang issu d'un malade atteint par Plasmodium falciparum, par MAC CALLUM.

Chez un Haemoproteus, OPIE (1898) parmi les parasites intraérythro-

cytaires observa des formes intensément colorées avec de petites zones
nucléiformes et des formes pdles avec de grandes zones vésiculeuses.
MAC CALLUM (1898) démontrait ensuite expérimentalement que seules les

formes pdles devenaient flagellées.



Avant que MAC CALLUM ait ainsi résolu le probleéme de la signifi-
cation de 1'exflagellation, ROSS (1897) avait découvert les corps sphé-
riques contenant du pigment sur la paroi stomacale de moustiques tués
4 4 5 jours aprés avoir piqué des oiseaux infectés par Protéosoma ; il
avait ensuite pu suivre le développement de ces kystes jusqu'a la
production des sporozoites qu'il avait suivie jusque dans les glandes
salivaires (ROSS, 1898 ). De plus, ROSS (1898 ) avait été capable de
transmettre ces sporozoites par la piglre de moustiquesayant été au

préalable nourrissur un moineau dont le sang contenait le parasite.

C'est enfin GRASSI (1900) qui, en travaillant sur le développement
chez le moustique des parasites des fiévres tierces, bénignes et malignes,
découvrit les ookinétes dans les coupes de paroi stomacale. L'essentiel du
développement de la phase sexuée des Plasmodium chez les moustiques était
alors élucidé.

TALIAFERRO (1925) établit que le pourcentage de gamétocytes dans
les infections par P. praecox était d'environ 3 % pendant la phase aigie,
avec un accroissement important (de 2 & 50 %) pendant les rechutes et
parfois pendant la phase chronigue.

HUFF (1927) montra que les premiers gamétocytes dans les infections

par P. cathemerium apparaissaient 4 jours aprés les premiéres formes

asexuées et que le pic de formes asexuées intervenait un jour aprés le pic
de formes asexuées. En comptant seulement les formes miires pendant une
période de 24 heures, il conclut que le nombre de gamétocytes ne montrait
pas de périodicité de distribution. Dans la méme espéce, SHAH (1934)
trouvait une apparition simultande des gamétocytes et des formes asexuées
et une coincidence des pics et de la décroissance des parasitémies

respectives par les deux formes.



GAMBREL (1937) analysa les variations dans la production de gaméto-

cytes, dans les paludismes aviaires (P. cathemerium et P. relictum var.

matutinum) et observa que quand les gamétocytes étaient mirs, les deux

sexes se trouvaient en nombres comparables.

Elle observa aussi que les gamétocytes apparaissaient souvent en
méme temps que les formes asexuées et que les abondances respectives des
2 formes croissaient parallélement aprés 1'injection de sang parasité.

DUNCAN et ses collaborateurs ont décrit pour la premiére fois,
en 1957, en utilisant le microscope électronique, Ta morphologie du

gamétocyte de P. cathemerijum. AIKAWA et ses collégues, en 1969, ont

décrit 1'ultrastructure du gamétocyte de plusieurs espéces de Plasmodium
d'oiseaux, de reptiles et de mammiféres. En 1976, SINDEN et Coll. ont

étudié la gamétogénése et la fécondation chez P.. yoelii nigeriensis

a 1'aide du microscope électronique et en 1982 SINDEN a décrit la

structure fine dela gamétocytogenése in vitro chez P.falliparum.

1.4. Recherches sur les variations de 1'infectivité des gamétocytes

LUMSDEN et BERTRAM (1940) ont noté que le maximum d'infectivité

des gamétocytes de P. gallinaceum chez le moustique (Aédes aegypti) ne

coincide pas toujours avec le maximum de prodution des gamétocytes.
Cette observation a été confirmée par CANTRELL et JORDAN (1946) qui

ont montré que 1'infectivité gamétocytaire de P. gallinaceum est maximale

un jour avant le pic de la parasitémie et diminue ensuite rapidement.
La diminution de 1'infectivité gamétocytaire de P. yoelii coincide
avec 1'apparition en nombre de plus en plus élevé de gamétocytes de

morphologie altérée (LANDAU et al., 1979).



Chez Plasmodium yoelii, les gamétocytes sont infectants pouﬁ

les moustiques du deuxigme ou cinquiéme jour aprés 1'infection transfu-
sionnelle (WERY, 1968 ; MENDIS & TARGETT, 1979). Les résultats de LANDAU
et al. (1979) suggérent fortement que la période de haute parasitémie
asexuée est associée avec une période d'infectivité réduite des gaméto-
cytes pour les moustiques. I1 est intéressant de noter éue dans une
espéce de Plasmodium parasite de rongeur telle que P. chabaudi, chez
laquelle les parasites ne présentent pas de préférence pour les jeunes
globules rouges et ou les parasitémies dépassent rapidement 10 %, les
gamétocytes sont peu infectants pour les moustiques pendant les dix
premiers jours d'infecfion (CARTER et GWADZ, 1980) ; ensuite, lorsque
1'hdte commence a surmonter 1'infection, 1'infectivité pour les moustiques

augmente (WERY, 1968).

Les gamétocytes de P. yoelii sont présents dés le début de
1'infection sanguine et peuvent donc aussi dériver directement des
schizontes préérythrocytaires dans les infections par sporozoTtes
(KILLICK-KENDRICK et WARREN, 1968).

Les gamétocytes mdturent en 24 heures et survivent probablement
pendant moins d'un jour (HAWKING et al., 1972). Ils ont également
observé que la variation du nombre d'exflagellations des microgaméto-

cytes de P. gallinaceum chez le poulet 3 différentes périodes était

principalement due a la variation du nombre total de gamétocytes mdles
matures.

Le cycle asexué érythrocytaire de P. cynomolgi chez le singe

rhésus est hautement synchrone et dure 48 heures. L'infection sanguine du
méme hOte par P. knowlesi est également trés synchrone mais Te cycle asexué
dure seulement 24 heures. Les infections par sang parasité sont généralement

fatales chez le singe Macaca rhésus . Lors des infections induites

par sporozoites, les parasites arrivent dans le sang aprés une période



exoérythrocytaire d'environ 6 jours (GARNHAM, 1966) ; de telles infections
sont moins virulentes que les précédentes mais sont habituellement fatales
en 1'absence de traitement.

Les gamétocytes matures de P. cynomolgi chez le singe rhésus

apparaissent dans le sang environ 9 jours aprés 1'infection par des
sporozoites (GARNHAM, 1966). Selon ce dernier auteur, les gamétocytes
atteignent la maturité morphologique en 4 jours. HAWKING et al. (1966)
concluent que les gamétocytes de cette méme espéce atteignent la matu-
rité fonctionnelle en deux jours et demi et restent infectants moins

de 24 heures. Dans les infections par sang parasité avec P. knowlesi,
les gamétocytes maturent en environ 36 heures et restent infectieux
pendant environ 8 heures (HAWKING et al., 1968). Ces auteurs ont trouvé

que les singes rhésus parasités par P. cynomolgi atteignaient un pic

d'infectivité pour les moustiques & environ minuit toutes les 48 heures.
Ces résultats ont été confirmés par d'autres auteurs (COATNEY et al.,
1971). Un profil régulier d'infectivité n'est cependant pas une régle

absolue pour P. cynomolgi : GARNHAM et POWERS (1974) ont noté des pics

d'infectivité nocturne (alternée) chez un seul des 5 singes rhésus

étudiés. Les infections par P. cynomolgi peuvent perdre leur synchroni-

cité et peuvent aussi contenir des groupes de parasites jeunes attei-
gnant la maturité a différents jours ; dans ce cas, les gamétocytes
matures apparaissent dans le sang d'une maniére aléatoire ou presque
en permanence, ce qui conduit & une infectivité continue pour les

moustiques.

‘Chez les singes rhésus et M. fascicularis parasités par P. knowlesi,

1'infectivité pour les moustiques atteint un pic 2 environ minuit, chaque jour

pendant 1'infection sanguine (HAWKING et al., 1968 H HAQUE et al., 1982).



1.5.Définition du sujet

Dans cette étude, nous avons utilisé comme modele P. yoelii
nigeriensis chez la souris ol il produit des gamétocytémies élevées
et s'avére treés virulent. Ceci facilite 1'étude des facteurs dépendant
de 1'hdte sur 1'infectivité des gamétocytes, ainsi que le montrent les
résultats rapportés dans la suite de cet exposé. Bien qu'a ce stade

nous ne puissions extrapoler ces résultats aux Plasmodium humains, i]

semble intéressant de les étudier chez 1'homme car 1'inhibition de
1'infectivité gamétocytaire peut &tre un moyen efficace de bloquer la
transmission palustre.

Nous avons également utilisé P. knowlesi chez Macacca fascicu-

laris pour étudier 1'infectivité des gamétocytes pour les moustiques.
Ce parasite a développé un cycle trés synchrone de 24 heures. Les
gamétocytes commencent leur développement lors de la schizognie vers
midi et maturent en 36 heures. L'infection est fatale pour le singe
splénectomisé s'il n'est pas traité par des antimalariques.

Dans le présent travail, nous avons étudié les variations de

1'infectivité des gamétocytes de P. yoelii nigeriensis et P. knowlesi

pour les moustiques en fonction du temps, de la parasitémie, de 1'ex-
flagellation, de 1'importance de 1'inoculum et d'autres facteurs.
Nous avons également essayé de voir dans quelles mesures les

variations de 1'infectivité des gamétocytes de P. yoelii nigeriensis

avaient une traduction morphologique. Quelques facteurs endogénes de

1'hdte vertébré pouvant intervenir dans ces variations ont également été
étudiés (gaz et pH sanguins, par exemple), de méme que nous avons analysé

1'effet de facteurs sériques ou plasmatiques, de souris infestées, sur
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le taux d'infectivité des gamétocytes de P. yoelii nigeriensis. La

réponse immune de 1'hOte peut aussi modifier 1'infectivité gamétocy-
taire et ceci a été étudié par transfert passif du sérum d'animaux
guéris chez des souris parasitées et de sang parasité chez des souris
immunisées.

Les résultats de ces différentes investigations sont rapportés

dans le présent travail.



2 .MATERIEL er METHODES

2.1. ESPECES ET SOUCHES DE PLASMODIUM UTILISEES

Les souches de Plasmodium que nous avons utilisées pour nos

expériences sont les suivantes :

- Plasmodium yoelii nigeriensis

- Plasmodium chabaudi A.J.

- Plasmodium knowlesi.

La plupart de nos expériences ont été réalisées avec la souche non

clonée NIG/2 de Plasmodium yoelii nigeriensis (Liverpool) qui nous a

été aimablement communiquée par Mme le Dr LAMNDAU (souris n° 296 - J5

infestée le 25.2.82 avec des Spcrozoites par voie intraveineuse).

La souche Plasmodium chabaudi A.J. fournie par le Dr WALLIKER

(Institute of Animal Genetic, Edinburgh) est utilisée de fagon continue

dans notre laboratoire denuis plusieurs années.

La souche H de Plasmodium knowlesi isolée lors d'une infestation

naturelle chez 1'nhomme (laboratoire NIH, U.S.A.) nous a été transmise
par R. GwADii(Laboratoire de L~ Miller, Bethesda, Maryland 20014).

Plasmodium knowlesi est la seule espéce plasmodiale de primate d& schizogonie

quotidienne.
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Figure b :- Elevage d'Anopheles stephensi dans notre laboratoire.
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2.2. HOTES EXPERIMENTAUX

2.2.1. Hotes vertébrés

- a) Pour Plasmodium yoelii nigeriensis et Plasmodium chabaudi A.J. :

des souris Swiss femelles (Iffa Credo, France) exemptes d'organismes
pathogénes spécifiques (EOPS), conventionnelles, &gées de 5 & 8 semaines
au moment des expériences et pesant entre 15 et 18 g. Ces souris ont

'regu une nourriture conditionnée supplémentée en acide para-aminobenzoique

(0,3 mg/ml d'eau).

- b) Pour Plasmodium knowlesi : deux singes males de 1'espéce Macaca fas-

cicularis de Malaisie. L'un d'eux est splénectomisé.

-

2.2.2. Hotes invertébrés

Nous avons utilisé des moustiques Anopheles stephensi.

L'élevage d'Anopheles stephensi(Fig b) dans notre insectarium existe
depuis 1974. Les oeufs provenant de femelles nourries sur lapin sont
récoltés, déposés sur la surface de 1'eau dans des bacs en plastique
(30 cm x 30 cm de c6té, 12 cm de hauteur), couverts de tulle, L'eau
employée est 1'eau du robinet (pH 7,4) qui reste pendant une semaine
dans des grands réservoirs en plastique avant 1'emploi. La température

de la piéce est maintenue entre 27°C et 28°C.

Les larves sont alimentées avec .des croquettes pour chien ("Purina"),
auxquelles on a ajouté des vitamines. Cette nourriture est distribuée

une fois par jour en évitant 1'accumulation excessive (risque d'hyper



11

prolifération bactérienne). La surpopulation larvaire doit aussi étre

rigoureusement éviteée.

Entre le 10éme et le 13éme jour, les larves IV se transforment en
nymphes d partir desquelles en deux jours, les moustiques adultes éclosent.
Ceux-ci sont récoltés par aspiration douce et transférés dans leurs

cages définitives.

a) Entretien des moustiques adultes non infestés

Les cages contenant les adultes sont placées dans une piéce ol
la température ambiante est de 25°C. En vue de la production d'oeufs, la
plus grande partie des Anopheles prennent deux fois par semaine leur repas
sanguin sur un lapin préalablement anesthésié par le Pentobarbital
(35 mg/kg). Entre les repas sanguins, les moustiques infestés ou non
sont nourris avec une solution glucosée & 5 % inbibant un papier Whatman,
De plus, dans chaque cage est mis un petit bac avec de 1'eau pour permettre
aux moustiques de pondre. La solution de glucose est changée tous les

deux jours afin d'éviter la prolifération microbienne.

b) Entretien des moustiques infestés

Pour 1a transmission cyclique des Plasmodium et pour nos expériences,
les Anopheles femelles sont réparties dans des cages plus petites
(25 cm x 25 cm de c6té, 26 cm de hauteur) que celles utilisées pour la

copulation et la ponte.
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Dans nos expériences, nous avons, en général, utilisé des Anopheles
femelles dgées de 5 & 8 jours qui prenaient leur premier repas sanguin
sur des souris expérimentales. Afin de faciliter celui-ci, l1a solution
de glucose avait &té enlevée des cages 24 heures auparavant. Des soins
particuliers ont &té pris pour assurer une humidité appropriéé pendant

leur jeiine,

Les souris infestées non anesthésiées, immobilisées sur une plaque
de bois, sont placées dans la cage des moustiques en général pendant 15

a 30 minutes.

Les Anopheles femelles qui se sont gorgées de sang sont triées
et placées dans une autre cage jusqu'd la dissection ou 1'infestation

par pigare de nouvelles souris.

Pour nos expériences avec Plasmodium knowlesi, nous avons utilisé

Anopheles stephensi comme hdte invertébré. Pcur infester les moustiques

d partir des singes impaludés, ceux-ci &taient anesthésiés a la Kétamine
( 20 mg/kg). Les moustiques gorgés de sang impdaludé étaient séparés

des autres comme auparavant,
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Figure c : Entretien de Plasmodiym ¥0elii nigeriensis,
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2. 3. ENTRETIEN DES SOUCHES AU LABORATOIRE

2.3.1. Plasmodium yoelii nigeriensis

Nous avons effectué 1'entretien de Plasmodium yoelii nigeriensis

en alternant les passages sur moustiques avec des passages mécaniques
(Fig. ¢ ). Les passages mécaniques ont été effectués par inoculation
intra-veineuse (I.V.) ou intra-péritonéale (I.P.) d'une suspension
d'hématies parasitées. En général, nous avons inoculé 106 hématies

parasitées en suspension dans 0,5 ml de milieu 199(1).

Le nombre et 1a nature des passages subis par Plasmodium yoelii

nigeriensis, lors de son entretien ont été enregistrés dans un cahier

et les souris hites numérotées de la fagon suivante :

. . N° de la souris
N° de la so N° .
elas ”Yls de 1a souris recevant les sporozoites

receveuse donneuse 2 par piqﬁﬁs de moustiques
(pas§—cyc11que)

| 1/ 3'
4 3 5

1 Souris qui recgoivent des GRP(3)par voie I.V. (ou I.P.) de la souris

donneuse

2 Animaux infestés par voie cyclique dont les GRP seront inoculés & la

souris receveuse.

(1) Ref. 199020 (Eurobio)
(2) Passage cyclique
(3) GRP = Globule rouge parasité
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Dorénavant, les souris impaludées, source de globules rouges
parasités pour la mise en route des différentes expériences seront

identifiées dans le texte avec leur numéro.

2.3.2. Plasmodium chabaudi A.J.

Le cycle est entretenu artificiellement sur des souris Swiss par
passage mécanique tous les 5 & 6 jours de la maniére suivante. Du sang
(3 gouttes) est prélevé a la queue d'une souris infestée depuis 5 jours
(taux de parasitémie : environ 60 %). Ce sang est mélangé d 1,5 ml de
milieu 199. Le mélange est ensuite réinjecté par voie I.P. 3 raison de
0,5 ml par souris. Le nombre de parasites injectés & une souris est donc

d'environ 5.x 105

...La parasitémie estsuivie quotidiennement en effectuant
des frottis sanguins colorés au méthanol-Giemsa. Lorsque le taux d'hématies

"parasitées atteint 60 %, la souche est | inoculée -~ & d'autres souris.

2.3.3. Plasmodium knowlesi

Les inoculums congelés dans 1'azote liquide ont été ressortis

uniquement pour les expériences.

Lors de celles-ci, le cycle s'accomplit entre Macaca fasicularis

et Anopnheles stephensi (cf Chapitre "Résultats" pour les données concer-

nant la chronobiologie de la souche).
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2.4. TECHNIQUES MICROSCOPIQUES

2.4.1., Microscopie photonique

a) Observationa frais

Le sang a été observé 3 frais :

lors de la numération des hématies des souris parasitées & l1'aide
de la cellule de Thoma (aprés dilution dans le milieu 199) afin
d'évaluer 1'influence de 1'anémie sur le calcul de la parasitémie

(chapitre2.6.51.3.) ;
pour déterminer le taux d'exflagellation (chapitre 2.6.2)

Le comptage d'oocystes dans 1'intestin moyen d'Anopheles stephensi

et de sporozoites dans les glandes salivaires a aussi été effectué & frais.

b) Observation de frottis colorés

=

Des frottis sanguins sont réalisés a partir d'une goutte de sang
recueillie & 1a queue de la souris (PO) et de sang nrélevé de 1'intestin

moyen des femelles d'Anopheles stephensi (PM).

Puis les frottis sont fixés au méthanol pendant 1 & 2 minutes

P

et colorés au Giemsa R dilué & 10 % dans un tampon pH 7.2 dont la

formule est l1a suivante :

- Na, H PO, 1aq
- KH, PO, 0,7 g

- eau distillé QSP 1000m1l
Le temps de coloration est de 20 minutes. Les lames sont ensuite

rincées a 1'eau du robinet et séchées.

Nous avons suivi la méme technique nour colorer les glandes

salivaires et parfois 1'intestin des moustiques infestés.

-
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Les frottis colorés au Giemsa sont lus au microscope optique en
immersion (X 100). Le comptage de la parasitémie et de la gamétocytémie
a 8té fait respectivement sur 103 et 104 hématies. Les frottis sont

‘parcourus systématiquement mais lors des comptages les
comparaisons sont établies entre les résultats obtenus dans la méme zone
des différents frottis.

¢) Fixation, coloration et montage de 1'intestin moyen des Anopheles

L'intestin moyen, séparé des tubes de Malpighi et des ovaires
(chapitreé;Gﬂg)a 8té fixé a3 1'alcool a 70° pendant plusieurs heures.
Aprés la fixation, il est réhydraté dans 1'eau distillée pendant 2 &

3 minutes . Nous 1'avons coloré dans le picroindigo-carmin a1l % dans
1'eau pendant 12 & 15 minutes et ensuite rincé rapidement dans de 1'eau
distillée. L'intestin a &té déshydraté & 1'alcool, éclairci pendant

10 minutes dans du toluéne, puis inclus dans du Xam-Gurr pour 1'observation.

2.4.2, Microscopie &lectronique .3 transmission

2.4.2.1. Plasmodium yoelii nigeriensis

Aprés avoir essayé différentes modalités de fixation et d'inclusion
du sang parasité, nous avons retenu la technique suivante qui nous a

donné de bons résultats.
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Le sang des souris parasitées est prélevé directement dans le
sinus rétro-orbital et fixé rapidement dans une solution de glutaral-
déhyde & 2,5 % dans un tampon cacodylate de sodium 0,2 M & pH 7,4

pendant 1 h 30 & température ambiante avec agitation manuelle intermittente

Le sang ainsi fixé est centrifugé a 280 g pendant 5 minutes. Aprés
élimination des 3/4 du surnageant, le culot est remis en suspension et
réparti dans des tubes capillaires (tubes & microhématocrite). Ces
derniers sont alors centrifugés a 500 g, 5 minutes puis sans interruption

a 1100 g pendant 5 minutes.

Le surnageant est rejeté et la fraction supérieure du culot ery-
throcytaire, la plus riche en hématies porteuses de gamétocytes, est
remise en suspension dans du tampon cacodylate 0,1 M, pH 7,4 puis cen-
trifugée. Le surnageant est alors remplacé par une soluytion d'acide
osmique 1 % dans le méme tampon. Cette post-fixation est réalisée & 4°C
pendant 1 h 30. Les échantillons sont déshydratés a 1'alcool et inclus

dans 1'EPON,

Aprés localisation des zones riches en parasites sur des coupes
semi-fines colorées au bleu de toluidine, des coupes ultrafines ont été
réalisées au couteau de diamant sur un ultramicrotome Porter Blum MT1,
recueillies sur des arilles en cuivre nues, et contrastées & 1'acétate
d'uranyle &8 2 % en solution dans 1'alcoola 50§puis au citrate de plomb
(Reynolds, 1963). Les coupes ont &té observées aux microscopes Hitachi-

HU11E et JEOL 100 Cx.
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2.4.2.2. Plasmodium knowlesi

Le sang de singes infestés,prélevé par ponction veineuse ou contenu

dans 1'intestin moyen d'Anopheles stephensi, a été préparé pourla micros-

copie électronique en suivant la méme technique rapportée ci-dessus, mais

aussi selon la technique d'AIKAWA (1966).
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2.5. DETERMINATIONS BIOCHIMIQUES

Nous avons abordé 1'étude de quelques paramétres du milieu intérieur
de la souris impaludée pouvant affecter 1'infectivité et la morphologie

gamétocytaires.

2.5.1. Mesure du pH et des gaz du sang

Pour étudier les variations des PO,, PCO2 et pH du sang, nous

avons inoculé des souris Swiss et C57 Black avec Plasmodium yoelii

nigeriensis et suivi 1'infestation sur des frottis journaliers.

Le sang des souris non anesthésiées a été récupéré avec une
seringue héparinée et une aiguille 20 G - 1.25, par ponction cardiaque
en évitant soigneusement le contact du sang avec 1'air. Les déterminations
du pH et des PO2 et PCD2 sont effectuées & 1'aide d'un appareil IL-213
étalonné & 38°C (coefficient de Rosenthal 15/1000 du pH par degré C).
La PCO

5 a 8té mesurée sur électrode a H+ et la PO2 sur électrode & OH

étalonn&e 3§ 38°C.

Avant de nous décider & travailler sur le sang prélevé sans anes-

thésie par ponction cardiaque transthoracique, nous avons essayé d'autres

modalités de prélévement :

=

a) ponction cardiaque & coeur ouvert, 5 & 10 minutes aprés 1'injection
de pentobarbita1(1) (50 ma/kg)
b) ponction cardiaque transthoracique 15 & 30 minutes aprés 1'injection

intra-musculaire (I.M.) de kétamine (5 mg/kg) ;

(1) Nembutal : 0,025 ml/souris
Ketamine : 0,1 m] de solution diluée avec 1'H20 et injecté

0,25 ml/souris

Valium : 0,25 ml/souris (dilution : 1:9)
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c) ponction cardiaque transthoracique sans anesthésie 15 @ 30 minutes
aprés 1'injection de valium (0.5 mg/kg) ;
d) Te sang veineux a été prélevé sans anesthésie par ponction rétro-

orbitaire.

.5.2. Acide lactique plasmatique

Pour compléter 1'étude des variation induites par infection palustre
sur le milieu intérieur des souris impaludées, nous avons dosé la
tacticidémie.

Pour cela 30 souris femelles ont &té infestées par voie I.P. avec

75 x 10°  GRP (provenant de 1a souris N°60) par Plasmodium yoelii

nigeriensis. Ces animaux ont été répartis en 5 lots.

A chaque fois et pour chaque souris oliile dosage de 1'acide
lactique était pratiqué, un frottis méthanol-Giemsa était effectué pour
rapporter la lacticidémie & la parasitémie. Les dosages effectués 2, 4, 6,
7 et 8 jours aprés 1'infestation des lots de souris impaludées (un lot
a chaque fois) étaient accompagnés de dosages chez des souris saines.
Chaque souris saine ou impaludée a été saignée :une seule fois afin
d'éviter I'éventuelle anémie,induite par des prélévements répétés sur la

lacticidémie.

Les dosages sont effectués sur du plasma. 0,5 ml de sang préleveé
par ponction rétro-orbitaire sont mélangés avec 40 pl de fluorure/EDTA
et centrifugés pendant 5 minutes a 1100 g. Le plasma est décanté et les
dosages effectués a 1'aide du Kit Boehringer (ref. 243710 Bohringer,

France).
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. - o . . - . N
Aprés avoir essayé cette technique sur des souris saines a jeun et
aprés alimentation normale, nous avons décidé de travailler sur des

souris privées d'aliment pendant la nuit précédant le prélévement.
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2.6. MANIPULATIONS

Les manipulations réalisées avec Plasmodium yoelii nigeriensis et

P. knowlesi visaient d'ume part & préciser la chronobiologie de 1la
gamétocytogenése, les variations de 1'infectivité gamétocytaire, -le
taux d'exflagellation et les changements corrélés de la morphologie
gamétocytaire ; et d'autre part, & étudier 1'influence éventuelle de

facteurs plasmatiques et sériques sur ces variations.

2.6.1. Evaluation de 1'infectivité gamétocytaire

A chaque expérience, environ 20 moustiques ont été& mis en contact

avec une souris infestée par Plasmodium yoelii nigeriensis. Aprés leur

repas, les femelles ont été conservées entre 6 et 7 jours & 25°C,
puis disséquées pour compter le nombre d'oocystes. L'infectivité gamétocy-

taire est alors exprimée selon la formule de COLLINS (1962) :

Nombre total d'oocystes
Nombre de moustiques disséqués

= Index oocystique ("gut index")

Les frottis PO et PM (cf chapitre 2.4)ont été étudiés quantitativement
et qualitativement en comptant la gamétocytémie globale pour 104 héma-
ties et en déterminant le pourcentage de distribution de types morpholo-
giques gamétocytaires ("formule gamétocytaire", selon LANDAU et al.,
1979). La morphologie des gamétocytes ‘a aussi &€té étudiée en microscopie

électronique & transmission (=MET).
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Pour évaluer 1'infectivité des gamétocytes de Plasmodium knowlesi,

nous avons infesté des moustiques 2 & 6 fois par jour, pendant 10 jours,
a partir du 3éme jour. Aprés 1'inoculation I.V. de globules rouges

parasités par Plasmodium knowlesi & un singe splénectomisé ,a chaque

fois, nous avons infesté un Tot de 20 moustiques environ..Ceux-ci
ont été disséqués 8 jours plus tard environ afin de déterminer 1'index

oocystique. L'infectivité a parfois été exprimée selon la formule :

Infectivité = Nombre de moustiques positifs X Nombre d'oocystes

‘Nombre ‘de moustiques disséqués

2.6.2. Détermination du taux d'exflagellation

Pour déterminér le taux d'exflagellation, nous avons agi de la
fagon suivante : 10 pl de sang sont récoltés directement & la queue des
souris impaludées & 1'aide d'un tube capillaire hépariné (VC - HO75 -
Terumo), et déposés sur une lame microscopique, sur laquelle NoUS avons
déposé auparavant 25 pl de -199. Aprés homogénisation et en travaillant
rapidement & température ambiante, la suspension est couverte avec une

lamelle de 22 mm x 22 mm et observée au microscope optique & 400 X. Nous

[« 11}

comptons le nombre total d'exflagellations observées dans 25 champs
partir de la 4éme minute. Ce chiffre est rapporté & la parasitémie, a la

gamétocytémie, & 1'infectivité et au nombre total de globules rouges/mm3.

™~

.6.3. Détermination du taux de formation d'Ookinétes

Les moustiques infestés ont été disséqués pour 1'observation des
ookinétes. Nous avons évalué la présence.d'ookindtes 6 heures et 24

heures aprés le repas sanguin, dans 1'intestin moyen. Pour cela, le
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contenu initial a &té étalé sur une lame microscopique avec de 1'eau
physiologique. Cet étalement est réalisé sur une petite surface (1,5 cm?) et
ensuite séché et coloré au méthanol-Giemsa. Les ookinétes sont recherchés au

X 400 et étudiés en immersion.

2.6.4. Détermination du taux de formation d'oocystes

Les moustiques femelles capturés avec un tube & essai sont assommés
contre la paroi de celui-ci. Ensuite, les pattes et les ailes sont déta-
chées et le corps est placé sur une lame microscopique. Pour extraire
1'intestin moyen, le thorax est maintenu fermement avec une aiguille
histologique tandis que 1'on détache soigneusement les deux derniers
segments postérieurs de 1'abdomen & 1'aide d'une autre aiguille histo-
logique entrainant avec eux 1'intestin, les tubes de Malpighi et les
ovaires. Les parties antérieures et postérieures de 1'intestin sont
coupées et rejetées et 1'intestin moyen est observé entre lame et lamelle
dans 1'eau physiologique au microscope photonique (100 X et 400 X) avec

le diaphragme du condenseur partiellement fermé.

Cette facon d'opérer permet d'effectuer une numération assez
précise des oocystes si 1'infestation n'est pas massive. Les comptages
ont été effectués 6 & 7 jours aprés 1'infestation des moustiques avec

Plasmodium yoelii nigeriensis, 8 jours aprés environ, aprés 1'infestation

avec P, knowlesi.

Les oocystes ne doivent pas &tre confondus avec les cellules de
1'épithélium de 1'intestin moyen lesquelles une fois détachées adoptent
souvent une forme arrondie. Les jeunes oocystes sont facilement repérables,
rattachés & la surface du tube digestif et portant les granules de pigment
caractéristiques. Les cellules de 1'épithélium se trouvent libres dans la

lumiére intestinale et ne sont pas pigmentées..
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Le taux d'infection des moustiques a é&té généralement exprimé comme
le nombre d'oocystes rapporté au nombre total des moustiques disséqués
(voir chapitre 2.6.1). Dans les différentes expériences, 1'index oocystique

a parfois &té rapporté & la gamétocytémie et'd la parasitémie.

2.6.5. Etudes chronobiologiques

2.6.5.1. Plasmodium yoelii nigeriensis

Lors des &tudes chronologiques les souris infestées ont été
soumises alternativement & 12 heures d'obscurité (6 d 18 heures) et 12
heures de lumiére (18 & 6 heures) en tenant compte des observations de
HAWKING et al. (1968) concernant les variations nycthémérales de de
1'infectivité gamétocytaire. Dorénavant, les heures, sauf indication
contraire, correspondent & ce nycthémére artificiel. Les souris avant

d'8tre inoculées étaient habituées pendant deux semaines au méme nycthémere.

2.6.5.1.2. Infection et suivi des animaux

Trois expériences ont été conduites pour étudier :

a) la chronobiologie de la gamétocytogenése ;

b) la distribution de types morphologiques gamétocytaires dans le sang
prélevé sur le vertébré et dans 1'intestin moyen du moustique aprés
1'hémophagie ;

c) les variations de 1'infectivité gamétocytaire en fonction du temps.



TABLEAU A : D&tail des expériences sur la chronobiolobie de la gamétocytogenése
et sur les variations spontanées de 1'infectivité gamétocytaire.

Plasmodium yoelii nigeriensis chez la souris Swiss., HOte invertébré :

Anopheles stepensi ; J = Jour ; N = Nuit

temps (heures)

Numéro Inoculum Nombre de ' s : Nombre de i
d'expérience (nombre souris/lot apré;el }gzgstatmn d:lges de NO';'b"E]? _7.Aﬂ0_p__§_.h les
de GRP) (1) de souris moustiques emelles/cage
2 (A) . 8 J 1 cage 15
2 (B) 22 N " "
2 (C) 27 N " "
2 (D) 31 - 32 Jd " n
2 (E) 36 - 37 . J n "
2 (F) 46 - 47 N " "
1 1.5 x 10° 2 (A) 51 - 52 X ; \
2 (B) 55 - 56 J " o
2 (c) 59 - 60 J " u
2 (D) 70 - 71 N “ "
2 (F) 83 - 84 J # W
2 (A) 99 - 100 N " "
2 (8) 123 - 124 N " "
1 (A) 30 J 1 cage 15
10’ 2 (8) 48 N 2 cages v
2 (sang congelé 2 (€) 66 N " .
a -196°C) 2 (D) 90 N * "
2 (B) ' 115 N " n
1 (A) '
1 (8) 24 N 2 cages 20
1(a) -
1(8) 48 N “ ;
1 (A) .
1 (B) 66 N [} "
1(A)
3 10
1 (8) 74 N " "
1 (A)
1 (B) 90 N " "
1 (A) 114 N . .
1 (B)
1 (A) . .

{1) Les lots ont &té nommés d'A a F. En général, chaque lot a été exposé

2 fois ou plus aux moustigues.
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Les infestations sont effectuées par voie-intraveineuse. Le
nombre de GRP & inoculer, suspendus dans le milieu 199 a varié dans
les différentes expériences entre 1,5 x 106 alx 107. Dans tous les
cas, la suspénsion de GRP a &té& conservée a 4°C pendant la durée de la

manipulation. Les infestations étaient réalisées avec du sang parasité,

congelé ou non de souris inoculées par voie cyclique (tableau A).

La parasitémie et la gamétocytémie ont &té déterminées sur des
frottis méthanol-Giemsa. Deux sortes de frottis ont été effectués, 1 a 4
fois toutes les 24 heures : les uns classiques (P0) avec du sang pré-
Tevé 4 la queue des souris ; les autres (PM) réalisés avec le sang
ihgéré"bar les moustiques et obtenu par dissection de ceux-ci immédiatement

aprés leur repas infestant comme il a &té indiqué dans le chapitre 4.

Différents lots de souris étaient exposés aux moustiques plusieurs
fois par jour & des heures différentes pendant 5 jours. Mise & part la premiére

expérience, une seule souris de chaque lot &tait exposée aux moustiques.

Le détail des différentes expériences est exposé dans le tableau A.

Nous avons effectué une expérience sur un lot de 4 souris pour
déterminer les variations du taux d'exflagellation (cf.chapitre 3.2.1.4) en

fonction du temps, de la parasitémie et de la gamétocytémie.

S e R R s WD S S WD AR D e D BN MR e W 4SS S WS o e R AR S TR W WA . A A " S W - . AE e e R G e A e T e
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A partir de la souris donneuse N°119-J6, quatre lots de deux souris

ont été inoculés respectivement avec 41 x 106 GRP, 19 x lO6 GRP,
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3 GRP. Pendant 5 jours,wune souris de chaque lot

2 x 10° GRP et 27 x 10
a été exposée quotidiennenemt aux piqdres d'une dizaine d'Anopheles afin
d'évaluer 1'infectivité gamétocytaire. De plus, sur les souris de tous

les lots, nous avons déterminé @ la méme heure tous les jours :

a) le taux d'exflagellation ;
b) 1a parasitémie et la gamétocytémie ;

3

c) le nombre d'hématies par mm” & 1'aide de la cellule de Thoma.

Ces déterminations ont é&té réalisées comme il a été indiqué

précédemment dans le chapitre 2.4.1.

2.6.5.1.4. Mise en évidence de gamétocytes infestants d'origine exg-éry--

throcytaire
De facon a mettre en évidence ces gamétocytes, trois séries expéri-

mentales ont été réaliséesavec Plasmodium yoelii nigeriensis.

La premiére d'entre elles a été effectuée au cours des recherches
sur la chronobiologie de la gamécytogenése. Cing souris infestées par

P.yoelii nigeriensis sont exposées pendant 7 heures aux piglres d'Anopheles

stephensi. Aprés des délais de 40 a 47 h, 50 a 60 h et 70 & 77 h, l'infecti-

vité du sang de ces souris est testée sur Anopheles stephensi.

Pour les deux autres séries analogues, le temps d'exposition aux

Anophéles infestées par P.yoelli nigeriensis a été de trois heures, avec

2 souris par lot. Dans ces cas, la recherche de gamétocytes infestants a
été effectuée a 44 h - 48 h - 55h - 67 h -72h et 92 h.

Des frottis de contrfle PO et PM de chaque souris ont été effectués.
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2.6,5.2. Plasmodium knowlesi

Les singes inoculés avec Plasmodium knowlesi ont aussi é&té soumis

d 12 heures d'obscurité (9 3 21 heures) et 3 12 heures de lumiédre (21
d 9 heures) pour les mémes raisons que celles expliquées dans le chapitre

2.6.5.1.1.°

2.6.5.2.2. Infection et suivi des animaux

- - - N G e - . -

Les expériences avec Plasmodium knowlesi ont &té réalisées afin

d'étudier :

a) Te nombre et la fréquence des vaques de gamétocytogénése au cours de
1'infection ;

b) la corrélation entre les variations de la morphologie gamétocytaire
et celle de 1'infectivité au cours de la maladie et dans le nycthémére

c) les typés morphologiques gamétocytaires,

Pour réaliser cette expérience, nous avons inoculé deux singes :
un singe est splénectomisé, 1'autre est intact, avec des GRP par

P. knowlesi par voie I.V.

A partir du moment ol la parasitémie devient patente, les singes

ont &té exposés aux moustiques. Des frottis PO et PM ont &té effectués.

De cette fagon, la parasitémie, la camétocytémie dans les
frottis PO et PM et 1'infectivité gamétocytaire ont &té &valudes toutes
les 4 & 6 heures environ, pendant dix jours. Lorsque la parasitémie
atteint 5 % environ, le singe est traité a la chloroquine (Nivaquine,

Specia 10 mg/kg/jour, par voie I.M. et ce, pendant 5 jours).
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Pour 1'étude de la morphologie gamétocytaire, nous avons prélevé
8 Jjours aprés 1'inoculation,du sang de 1'animal splénectomisé et des

intestins moyens d'Anopheles stephensi, 30 & 50 sec, 30 minutes et 20

heures aprés le repas infestant, pris aussi pour 1'étude ultrastructurale.
Ces prélévements ont été fixés et préparés pour la MET en suivant la tech-

nique d'AIKAWA (1966).

.6.6. L'influence de facteurs sériques et plasmatiques sur 1'infectivité

gamétocytaire

Pour étudier 1'influence du sérum ou du plasma de souris saines
et impaludées, sur 1'infectivité des gamétocytes, nous avons travaillé
sur le modéle expérimental mis au point par PETIT et al. (1982). Briévement,
cela cohsiste a ihbéu1ekmpéf”v65é intraveineuse une souris saine (rece-
veuse) avec le sérum ou le plasma & tester et, dans les minutes

qui suivent, le sang contenant les gamétocytes de Plasmodium yoelif

nigeriensis.

Ces expériences ont &té réalisées sur des souris Swiss femelles

dgées d'environ 6 semaines.

Le sang contenant les gamétocytes infestants, prélevé dans le
sinus rétro-orbitaire d'une souris impaludée par voie transfusionnelle
3 jours auparavant (parasitémie : 10 & 15 %) est immédiatement
dilué (1:4) dans du TC-199 et conservé a 4°C jusqu'au moment de
1'inoculation de la souris receveuse. Le délai entre le prélévement
et 1'inoculation n'a jamais dépassé 15 minutes et en général était

de 5 minutes environ. Le nombre de parasites inoculés est de 60x10° environ.
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Dans tous les cas, les souris receveuses ont d'abord recu le
sérum ou le plasma & tester puis 0,1 ml du sang contenant les gamé-
Jocytes infestants. Des souris-témoins receveuses ont été inoculées

avec 0,5 ml d'un pool de sérum de souris sain.

Les souris receveuses expérimentales ont recu 0,5 ml de sérum ou

de plasma de souris impaludée selon le détail suivant :

Tableau B : Détails sur 1'origine des échantillons sériques et
plasmatiques utilisés pour 1'étude de leur influence

sur 1'infectivité des gamétocytes (voir texte)

Nombre de jours
aprés impaludation 0. 3 4 > 5
des souris donneuses : souris saine

Nombre de 1(plasma) 1(plasma) 1(plasma) 2(plasma) 1(plasma)
souris receveuses 6(sérum) 6(sérum)
2.6.6.1.2. Effet_ inhibiteur du_sérum et _du_plasma_en_fonction du_temps

- —— - — = - —— . S . D - D A S . W W R e R S A e e WM S T D M m M M S G S em R MR S G am M e s e e o

Les souris ayant recu le sérum ou le plasma a tester, puis 0,1 ml
de sang contenant les gamétocytes infestants, ont &té présentées aux
Anopheles (pendant 10 & 15 minutes) 45 minutes, 3 heures, 7 heures et

20 heures aprés cette double injection I.V.
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Dans un temps compris entre 45 minutes et 24 heures aprés 1'ino-
culation des gamétocytes infestants et du sérum ou du plasma & tester,
Ta souris receveuse a été exposée aux piqlires de femelles d'Anopheles
stephensi. Celles-ci ont été disséquées 6 a& 7 jours plus tard pour

déterminer leur index oocystique.

Les plasma et les sérums a tester ont &té obtenusS chez des
souris saines ou impaludées,selon 1'expérience, par ponction du
sinus retro-orbitaire avec une pipette Pasteur héparinée ou non.
Avant d'étre inoculés les prélévements étaient conservés a tempéra-

ture ambiante ou a 4°C.

2.6.6.2. Influence du sérum de souris immunisées sur 1'infectivité

gamétocytaire

- e - . O A W N R R W D S G R R M A W WM A A W Gn e VR W B e e e am e e - o A o - -

Des souris qui ont exceptionnellement survécu a 1'infestation par

Plasmodium yoelii nigeriensis ont été immunisées activement par 1'ino-

culation, mensuelle pendant 1 an, de sang parasité. Ces animaux n'ont

jamais développé la maladie.

Le sérum des souris ainsi immunisées a €té inoculé sur des
souris saines lesquelles ont immédiatement regu du sang parasite
contenant des gamétocytes infestants par voie intra-veineuse selon les

modalités décrites dans le chapitre 2.6.6.1.1.

Enfin, des moustiques ont &té infestés sur les souris receveuses,
45 minutes, 6 heures et 20 heures aprés 1'inoculation de gamétocytes

infestants.
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2.6.6.2.2. Soyris immunisées contre Plasmodi

De plus,des souris qui ont survécu ont &té inoculées avec des GRP

contenant des gamétocytes infestants de Plasmodium yoelii nigeriensis.

Puis des moustiques sont gorgés sur les souris, 45 minutes, 6 heures et
20 heures aprés 1'inoculation du sang parasité avec des gamétocytes.
Les moustiques qui se sont gorgés, sont disséqués au 7éme jour pour

déterminer 1'index oocystique.

2.6.6.2.3. Souris immunisées contre

Des souris aprés guérison de 1'infestation & P. chabaudi ont
été inoculées avec des GRP contenant des gamétocytes infestants de

Plasmodium yoelii nigeriensis. Ces animaux ont &té exposés aux mous-

tiques - 48 h, 72 h et 120 heures aprés 1'inoculation. Treize jours
plus tard une souris saine a &té mise en contact avec ces moustiques.
Pour évaluer 1'index oocystique,quelques moustiques ont &té disséqués

7 jours aprés 1'infestation.
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3. RESULTATS

1. GAMETOCYTES D'ORIGINE EXQO-ERYTHROCYTAIRE CHEZ PLASMODIUM YOELII
NIGERIENSIS

Dans un frottis PM de 1'une des 5 souris expérimentales

un macrogamétocyte faiblement pigmenté, accompagné de trés rares tro-
phozoites jeunes,a été observé dans 1'intervalle 40 a 47 heures aprés
la piqlire infestante. Entre 50 et 60 heures, nous n'avons observé que
des formes asexuées.

Sur les frottis (PO) réalisés sur le méme animal 70 & 77 heures
aprés, des images micro et macrogamétocytaires ont été observées. Ces
gamétocytes peu pigmentés et de grande taille évoquent 1'aspect jeune
décrit par LANDAU et al. (1979) et DEI-CAS et al. (1980).

Dix jours aprés, les moustiques conservés a 25°C et gorgés 40
a8 60 heures aprés les piqlres infestantes se sont avérés négatifs.

Par contre, ceux infestéds 70 & 77 heures aprés 1'infection de la souris
avec des sporozoites étaient positifs dans une proportion de 3 sur 10
moustiques, le nombre d'oocystes variant entre 26 et 300. La morpholo-
gie des oocystes et des sporozoites était normale, ceux-ci s'avérant
infestants pour une autre souris.

Dans deux autres expériences, les frottis PO et PM montraient
uniquement des formes asexuées 44 heures aprés les piqlres infestantes.
Une des expériences a été interrompue 79 heures aprés 1'infection des
souris : aucun lot de moustiques n'était infesté.

Dans la troisiéme expérience, le seul lot de moustiques in-
festé était celui exposé 92 heures aprés 1'infestation de la souris :
sur 11 moustiques, 2 ont été faiblement positifs avec 2 a 4 cocystes

par moustique.



TABLEAU C

Plasmodium yoelii nigeriensis chez la souris swiss.

.........................

: Variations de la parasitémie, de la gamétocytémie et de l'infectivité gamétocytaire chez

;24 1,4

GRP
GR

(1)

:16,9:4,3 :

Numero Nombre de Heures : : Gamétocytgmie ¢ Docystes/ Nombre
: : GRP aprés : Parasitémie(z) sur 10°Gn : de :
. d'expérience ; inoculés : 1'inoculation : . mcustique souris
: PO PM PO PM @ :
1 1,5 x 10 8 ;0,00 : 0,01 - : :
: 22 : 0,06 : 0,05 : - : :
: 27 : 0,00 : 0,1 - : :
: : : 31- 32 : 0,4 : 0,5 B 1 s 5:15 :
: : : 36~ 37 ¢ 0,0 0,1 3 2 : 0,512
: : : . 46- 47 : 0,9 1 : 4 5 : 24,7130
: : 51- 52 : 1,2 1.4 11 9 41,5169 1
: : 55- 56 1,5 1,7 14 16 : 43,7158,8
: : 59- 60 : 1.9 2.3 6 6 : 58,7x125
: 70- 1 HE 4 5 4 : 63180,6 : :
83- 84 : 6 5,8 14 18 : 140+134,8 : :
99-100 ¢ 16 15,9 25 32 T 2738154 : :
123-124 ;29 . 28,7 15 8 : 0 : :
2 107 30 2,3 0.2 g 6 i 13,6224,2 : :
i : : 48 .3 1,3 1 20 T 32,8450 ¢ :
;Sang congelé g g7 59 : 6.5 : 2 : 16 i 130 s127 : 1
: 90- 91 15,5 = 17 13 : 7 : 1,312 : :
: 115-116 17,7 22 20 : 13 : 0 : :
3 107 24 : 2:0 : 2,5¢1,4:  B8a2,8: 741,4: 2020
48 $10,320,3:10 0 : 16 £2 :15,5:¢ : 107:48,6 :
66 112,542 :12,5+1,8 :19,843,1 1 14,810,7 300474 :
74 116,3¢1,4:18,4:2 & 11,424,2: 14,5.0,9 310190 N
90 222 +0,6:21,5¢3  : 15,522 21,1:4,3: 250160 :
114 : 28 43,7:26,252,6:18 +0,5:20,641,9: 23112
121 () T 16528 ¢

B T T T T T
. . .

= Globule rouge parasité
= Globule rouge
Absence de prélévement
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3.2. VARIATIONS DE L'INFECTIVITE GAMETOCYTAIRE

3.2.1. Chez Plasmodium yoelii nigeriensis

Ici, nous rapportons les variations de 1'infectivité gaméto-
cytaire en fonction de divers facteurs.

Le tableau ¢ indique pour les différentes expériences le
type d'inoculum (sang congelé a -196°C ou sang frais, inoculum de
1,5 x 109 ou de 1 x 107), les formules gamétocytaires déterminées sur
les frottis PO et PM, ainsi que 1'infectivité des gamétocytes.

Les figures 1 a 3 montrent les résultats chiffrés correspon-
dants a 1'ensemble des expériences analysées ci-dessous.

Toutes les souris sont mortes 7 a 10 jours environ aprés
1'inoculation, sauf celles inoculées avec du sang congelé a -196°C,

qui ont survécu a 1'infection.

3,2.1.1. Variation de 1'infectivité gamétocytaire en fonction

du_temps (Fig.d}.

Comme nous 1'avons signalé, des gamétocytes d'origine exo-
érythrocytaire sont décelables accompagnés de formes asexuées sur les
frottis sanguins, environ 40 a 48 heures aprés 1'infection avec des
sporozoites. Ces gamétocytes deviennent infestants pour 1'Anopheles
une trentaine d'heures plus tard, et évoluent vers une sporogonie
normale. Cependant, nous avons observé ce résultat une seule fois.

Habituellement, des gamétocytes sont décelables dans le sang
ﬁériphériquewdemTé souris 4 & 5 jours aprés une infection par des spo-
rozoites (par piqlire de moustique). La parasitémie est de 1 a 4 %
environ au 6éme jour pour atteindre un maximum de 35 a 40 % au 1l0éme

jour. Les gamétocytes deviennent infestants pour le moustique vers

le 4eme jour apreés 1'infection,



: Variations de 1'infectivité ( ® ) des gamétocytes

de P. yoelii nigeriensis et de la parasitémie ( @ )

en fonction du temps. Inoculum (voie i.v.) : 1,5 x 106 GRP
(1, —m ,0——e) ; 107 GRP congelé (2,M—--m ,0---9 ) ;

107 GRP frais (3,m~--m , 0—--9 ).
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Apres 1'inoculation IV de 1,5 x 106 GR parasités, la parasi-
témie (0,01 %) est décelable sur frottis 8 heures plus tard environ.

Des gamétocytes jeunes, dans des proportions de 1 sur 104 hématies,
sont observables sur les frottis (PO et PM) 31 & 32 heures aprés
1'infection et ils sont infestants pour les moustiques. Le maximum
d'infectivité gamétocytaire est enregistré 66 a 90 heures aprés
1'inoculation des souris. A ce moment, la parasitémie varie entre 6
et 16 % environ. L'infectivité tombe de maniére significative vers

la 1l4éme heure et devient‘presque nulle 123 a 124 heures aprés 1'in-
fection (tableau C; expériences 1 et 3). Un inoculum iss de .sang parasité
~ congelé a —196°C‘évo]ue de fagon semblable : cependant, la chute de
1'infectivité gamétocytaire est presque totale 115 a 116 heures aprés
1'infection, malgré la présence de nombreux gamétocytes sur les
frottis(exprience 2).

Puis, le nombre de gamétocytes continue a augmenter. Vers la
116&me heure aprés 1'infection, la parasitémie varie entre 17 et 29 %.
Dans des infections ultérieures avec la méme souche transmise de ma-
niére répétée par voie mécanique, des inoculums semblables produi-
saient des parasitémie. qui dépassaient 50 % au 5&me jour (Fig. j ).

La parasitémie et la gamétocytémie globales ne sont pas significati-
vement différentes sur les frottis PO et PM. .

Les souris meurent habituellement 8 & 10 jours aprés 1'in- ?
fection par voie mécanique. L

L'évolution du taux de microgamétocytes et macrogamétocytes
en fonction du temps est analysée dans les chapitre: 3.2.1.3.1

Nous n'avons pas pu mettre en évidence de variation signi-
ficative de Ta gamétocytémie et de 1'infectivité au cours de la
journée.

La courbe d'infectivité cependant a montré quelques variations
au cours des différentes expériences (Fig. d,e)- Par exemple, le pic
d'infectivité a été plus précoce (66 heures) au cours des expériences

2 et 3 (Tableau C ) qu'au cours de 1'expérience 1.



: Variations de 1'infectivité des gamétocytes de

P. yoelii nigeriensis en fonction de la parasitémie.

Expériences 1 (O==0) ; 2 (0~--9) et 3 (MW----m)
qui correspondent aux expériences homonymes de la

Fig. d.
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Fig.Af : Variation du rapport (%) gamétocytes/formes asexuées

en fonction de la parasitémie. P. yoelii nigeriensis,

frottis PO. Inoculum : 1,5 x 106 GRP ( ® ), 107 GRP congelé
( % ) ; 107 frais ( 4 ).
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"~ Fig.g : Gamétocytes (par 104 GRP) de P. yoelii nigeriensis

en fonction de 1'infectivité gamétocytaire.

Inoculum : 1,5 x 106 GRP (4—--A) ; 107 GRP congeld
(0-e+0) ; 107 GRP frais (O—a).
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3.2.1.2. Variation de 1'infectivité gamétocytaire en fonction de

la parasitémie

Ayant constaté des variations de 1'infectivité gamétocytaire
au cours de la maladie expérimentale, nous avons étudié ces varia-
tions en rapport avec la montée de la parasitémie.

Sur la figure e- , nous avons reporté les variations de
1'infectivité en fonction de la parasitémie, observées au cours de
3 expériences.

En général, nous avons observé qu'a partir de 0,2 a 0,4 GRP
par 100 hématies, 1'infectivité augmente avec la parasitémie ; lors-
que celle-ci atteint 6 @ 20 % environ, 1'infectivité culmine, puis
elle diminue plus ou moins rapidement tandis que la parasitémie con-

tinue d'augmenter.

=

Si nous étudions 1'évolution du rapport formes sexuées/asexuées |
en fonction de la parasitémie (Fig. f ) nous pouvons observer que la #L~i
proportion de formes sexuées décroit avec 1'augmentation de la para- |
sitémie (Fig. f ). -~ ,»/2

I1 apparait donc qu'a faible parasitémie, la gamétocytogéneése
est plus efficace car le rapport formes sexuées/asexuées est plus haut
et les gamétocytes produits sont alors trés infestants.

Plus tard, 1'augmentation de la parasitémie globale s'accom-

pagne d'une augmentation du nombre de gamétocytes (Fig. j),celle~ci ne

N

correspondant pas a une plus”gféﬁ&g“ihfectivité pour le moustique (Fig. g).

3.2.1.3. Infectivité gamétocytaire en fonction de la gamétocytémie

dans le sang circulant et dans le sang contenu dans 1'in-

testin moyen du moustique. Observations sur la morphologie

gamétocytaire

D'aprés LANDAU et al. (1979), les microgamétocytes sont répartis
en quatre types morphologiques : 0, I, II et III. Ces types se succédent,

et tous les intermédiaires peuvent donc &tre observés. Le microgamétocyte



Tableau p: Varations (%) de la proportion relative de microgamétocytes de P. yoelii nigeriensis de type

morphologique différent.

[ Les chiffres a droite et a gauche de la barre oblique correspondent respectivémeﬁt a la moyenne des

pourcentages de microgamétocytes de chaque type sur les frottis PO et PM ].

Heures aprés

Proportion relative (%) de | Gamétocytes/104GR
1'inoculation de GRP mjcrogamétocytes ((f' )
(i.v.) ?
Jeune 0 I 11 | III 0 9 Q*d
24 37,5/25 25/37 37,5/37 0/0 0/0 4% 1,4/4% 1,4 2+ 1,4/3% 1,4 6/7
43 19/5 33/35 14/50 19/10] 14/0 10,5 * 3,5/10 * 1,4| 7 * 1,4/5,5 % 0,7] 17,5/15,5
66 13/0 35/28 30/50 9/221 0/0 11 % 3,5/9 4,2 (10,5 X 0,7/14 * 1,4 21,5/23
74 3,2/3,8 29/38 48/ 34 13/19| 6,5/4|15,5 + 2,1713 * 2,8] 6 t 2,8/7 X 1,4 21,5/20
90 5,5/0 16/7,6 27/23 | 36/42| 14/27 18 * 1,4/13 * 0,7 9t 4,2/8,5% 3,5 27/21,5
114 0/0 12/3,6 15/17,8} 36/39| 36/39|16,5 0,7/14 £ 1,4) 8,5 * 6,3/12 £ 5,6 25/26
121 0 0 15/-(1)]| 34/- 50/- 13+ 1,4/- 9,5 3,6/- 22,5/~

(1) Absence de prélévement
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qui est d'abord de grande taille (types 0 et I) se condense et
diminue de volume (type II et type III). La taille des microgamé-

tocytes de types 0 et I est située entre 9 ym et 10,5 um (LANDAU
et al., 1979). Le noyau du gamétocyte de type 0 est relativement
petit puis il augmente de volume dans le type I.

Les gamétocytes jeunes ne remplissent pas 1'hématie héte.
Leur cytoplasme est bleu pdle ; le noyau relativement petit est
rose clair. ; le pigment est fin. Ils se retrouvent dans des héma-
ties matures.

Le type 0, qui succéde au gamétocyte jeune, remplit le glo-
bule rouge. Le noyau, plus grand que chez le type jeune, est rose
plus clair. Le cytoplasme est net, le pigment est fin.

Le noyau est trés volumineux pour le type I ; il est granu-
leux ; sa teinte rose est a peu prés la méme que celle du cytoplasme.

Le noyau remplit la moitié du volume du gamétocyte de type
IT 5 i1 est trés bien limité, homogéne d'aspect colloidal. Le noyau
est plus colorable que le cytoplasme, qui est gris clair, bleuté ou
rose. Le pigment abondant est limité au cytoplasme.

Le type III est plus petit, plus dense et plus chromophile.
Le noyau, plus condensé, est de teinte plus foncée ; il n'occupe
plus que le tiers du parasite et peut &tre morcelé en deux ou trois

masses irréguliéres.

3.2.1.3.1. Types morphologiques gamétocytaires et leur évolution

au cours de 1'infection

Les variations subies par la proportion relative de types
morphologiques gamétocytaires sont exposées dans le tableau D
Les gamétocytes se distinguent en microscopie photonique, des formes
asexuées, par leur tendance a remplir 1'hématie héte par Teur forme
sphérique et par la présence d'un grand noyau. De plus, 1' observation

de centaines de frottis nous a permis de remarquer que les gamétocytes,



Fig..n :

Pourcentage relatif de types morphologiques des

microgamétocytes de P. yoelii nigeriensis dans

des frottis PO (o~---o) et PM (M---m) en
fonction du temps aprés 1"'inocu'liati-ﬁon i.v. de GRP.
Type jeune (A) ; type 0 (B) ; type I (C) ; type II
(D) et type IIVI (E) (voir texte).
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méme trés jeunes, présentent un cytoplasme plus homogéne que celui

des formes asexuées. Le macro et le microgamétocyte peuvent étre
distingués par Ta taille relative du noyau,grand chez le microgamé-
tocyte, plus petit,arrondi ou en croissant chez le macrogamétocyte

et surtout par la couleur du cytoplasme sur les frottis colorés aux
techniques panoptiques type Romanowsky : rose chez le microgamétocyte
mature, bleu pdle chez le microgamétocyte jeune ou trés agé, bleu plus
foncé chez le macrogamétocyte.

Nous avons suivi 1'évolution des types 0 a III (selon LANDAU
et al., 1979) de microgamétocytes au cours de 1'infestation sur
frottis PO et PM.

De 24 3 74 heures aprés 1'infestation, la proportion de micro-
gamétocytes de type jeune, 0 et I, est la plus élevée dans les
frottis PO et PM. De 90 a 121 heures aprés 1'infestation, la repré-
sentation des types 0 et I se fait moins forte. Les types II et III
augmentent considérablement vers la fin de 1'infestation (tableau D: ;
Fig.ih ). Le pourcentage relatif de types 0 et I se situe entre 28 et
50 % de 66 a 74 heures apreés 1'infestation. Les types II et III va-
rient de 36 a 50 % vers la fin de 1'infestation.

Nous avons observé en général de faibles variations dans la
proportion de microgamétocytes présents dans les frottis PO par rap-
port aux frottis PM faits simultanément. 24 heures aprés 1'inoculation,
i1 apparait que la: proportion de microgamétocytes jeunes par rapport
au total des microgamétocytes atteint son maximum tant dans les
frottis PO que PM. De 24 & 74 heures aprés 1'infestation, la proportion
de microgamétocytes de type 0 est 1égérement plus élevée dans les
frottis PM que dans les frottis PO. Nous avons observé édgalement qu'a
48 heures ainsi qu'a 66 heures, le pourcentage relatif de micro-
gamétocytes de type I est plus élevé dans les frottis PM que daﬂg
les PO (Fig. h ).
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90 heures aprés 1'infestation, la proportion de microgaméto-
cytes de type II apparemment altérés (forme amiboTde, souvent avec
une forte constriction moyenne ou en sablier) dans les frottis PO et
PM est supérieure a celle des types 1I d'aspect habituel.

Le microgamétocyte de type III est peu observable a 48 heures
d'infestation. A la 66&me heure, nous n'avons pas observé de micro-
gamétocytes de ce type dans les frottis PO et PM. A 74 heures, le
pourcentage relatif de microgamétocytes de type III est respectivement
de 6,5 % et de 4 % dans les frottis PO et PM. A Ta 1l4éme heure, ce
type atteint 36 % sur les PO et 39 % sur les PM.

Les différents types morphologiques de microgamétocytes sont
représentés sur les figures 32 3 35, ’

Le nombre de macrogamétocytes par 104 GR est peu différent dans
les frottis PO et PM. C'est 66 heures aprés 1'infestation que 1'on
compte le maximum de macrogamétocytes : 10,5 ¥ 0,7/10% GR sur les
frottis PO et 14 ¥ 1,4/10% GR sur les frottis PM.

Nous n'avons pas compté les différents types de macromégato-
cytes suf les frottis bien qu'il existe des variations morphologiques
nettes des macrogamétocytes (LANDAU et al., 1979 ; DEI-CASet al.,
1980). Nous avons simplement essayé de classer les morphologies de
macrogamétocytes, ;

Le noyau de macrogameétocytes de type jeune, présente une
chromatine condensée formée par des particules, fines accumulées en
périphérie. Le pigment est dispersé dans le cytoplasme du parasite et
ne remplit pas 1'hématie entigre .,

Dans le type 0, le noyau est granuleux, et plus volumineux
que dans le type précédent. I1 a une teinte rouge violacé soutenue le

présente quelques petites masses chromatiniennes plus foncées. Le

'cyibp1asme du parasite bleu pale a un aspectplus homogéne. Le pigmenﬁ
est dispersé dans Te cytoplasm (Fig.3g).



: Distribution des diamétres maximum.. des hématies

parasitées par des gamétdcytes de P. yoelii nigeriensis

3 jours (A) et 5 jours (B) aprés 1'inoculation des GRP.
Mesures effectuées sur des frottis PO (trait continu)

et PM (trait discontinu).
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Tableau g: Diamétre (pm) des hématies parasitées (GRP) par les gamétocytes de Plasmodium yoelii nigeriensis

(infection transfusionnelle) en fonction du type de prélévement et de 1'évolution de 1'infection.

Nombre de jours Modalité du GRP par des GRP par des GRP par des
aprés 1'infection prélévement microgamétocytes macrogamétocytes gamétocytes
(0" *9 )
PO 8,1 %1 8,1 %1 8,1 %1
3
PM 8,6 £ 0,7 8,8 10,7 8,7 £0,7
PO 6,8 £ 0,9 6,9 0,7 6,9 10,8
5
PM 7,51 0,7 7,4 10,6 7,410,6

*

S = différence statistiquement significative (P < 0,01 %)
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Dans le type I, le noyau est homogéne. I1 a une teinte rose
violacé. Le cytoplasme du parasite est plus foncé et plus pigmenté
que celui du type précédent. I1 occupe entiérement 1'hématie
(Fig. 37 ).

Le noyau est rose dans le type II, il se dispose en général
sur la périphérie et présente un aspect homogéne. Les particules de

pigment sont plus grosses et abondante§(Fig.y38),

Le type III est morphologiquement plus proche du précédent
avec un noyau petit, plus condensé et de teinte plus foncée. Le
cytoplasme devient d'un bleu violet plus foncé. IT est plus homogéne
et présente de grosses masses de pigment.(Fig,39).

Nous avons mesuré le diamétre des hématies parasitées par

gamétocytes de Plasmodium yoelii nigeriensis dans les frottis PO et

FM aux 3eme et 5éme jours apres 1'infestation (tableau E; Fig.i).
La taille moyenne d'un gamétocyte: (8,1 +'1 um) au 3eme jour
differe de celle au 5éme jour (6,9+0,8 um). Nous avons observé également

une faible variation de taille des gamétocytes entre les frottis PO et

PM du/ 32me jour et les frottis PO et PM du Seme jour aprés 1'infestation.

3.2.1.3.2. Ultrastructure des gamétocytes de P. yoelii nigeriensis

Les gamétocytes sont présents dans les normocytes, aussi bien
que dans les réticulocytes. Parfois, des enroulements membranaires
sont observés dans le cytoplasme de la cellule hdte (Fig. 20).

Les gamétocytes sont toujours situés dans une vacuole para-
sitophore 1imitée par une membrane (unitaire) qui constitue la mem-
brane la plus externe dérivant de celle de 1'hématie (Fig.1 &t 26). Elle

correspond a ce que certains auteurs (AIKAWA et al., 1970; AIKAWA,
1972; BRADBURY et .ROBERTS, 1970) appellent "outer membran".
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Le plasmalemme (membrane cytoplasmique) du gamétocyte est
continu dans tous les cas. La seule différenciation est constituée

par le cytostome (Fig. 10) observé dans le micro et le macrogaméto-
cyte. Cette formation résulte de 1'invagination de la membrane du
gamétocyte et présente un anneau dense de 112 nm de diamétre envi-
ron dans la zone de début de 1'invagination.

Chez le microgamétocyte, le plasmalemme est doublé intérieure-
ment par un complexe sous-membranaire discontinu formé de vésicules
aplaties dont la longueur varie de 90 nm a 400 nm (Fig. 2).

Nous avons fréquemment observé des accumulations de membranes
sous forme de vésicules, d'empilements membranaires, semblant se situer
dans ce-qui subsiste de la vacuole parasitophore. Ces images de sto-
ckage membranaire sont souvent rattachées a la membrane cytoplasmique
donnant lieu chez les microgamétocytes a des vacuoles paranucléaires
(Fig. 4) mais s'observent également dans les macrogamétocytes (Fig. 5).
Nous avons observé ce type de vacuole paranucléaire seulement chez le
microgamétocyte.

Les microgamétocytes fixés lorsque les changements précédant
la gamétogénése (activation) étaient déclenchés 7 a 8 minutes aprés
le prélévement (Fig. 25) montrent des microtubules sous-pelliculaires.
Ceux~ci sont absents chez les formes non encore activées.

Pour distinguer en ultrastructure les macro et les microgaméto-
cytes, nous avons employé les criteres proposés par plusieurs auteurs
(AIKAWA et al., 1969 et 1970 ; STERLING et AIKAWA, 1973 ; SINDEN et al.,

1976). Ces critéres sont les suivants :



Macrogamétocyte ( 2 )

Monoribosomes trés abondants,

peu de polyribosomes
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Microgamétocyte ( I )

Monoribosomes peu abondants

ou absents, beaucoup de

polyribosomes.

- Le réticulum endoplasmique (RE) : - RE : moins développé

trés développé

- Mitochondries : abondantes et - Mitochondries : moins abondantes
trés ramifiées

- Noyau : relativement petit - Noyau : grand et fréquemment Tobé
et arrondi

La photo (Fig. 3) montre un microgamétocyte avec trés peu de
pigment malarique qui correspond vraisemblablement a une forme jeune.
Cette cellule (Fig. 3) est plutdt riche en polyribosomes par rapport
aux microgamétocytes plus évolués (Fig. 4).

Chez les macrogamétocytes, les ribosomes libres sont plus nombreux
que les polyribosomes. _

Le réticulum endoplasmique est nettement plus abondant chez
le macro que chez le microgamétocyte (Fig. 1). Chez le premier, les
vésicules sont bien développées, dilatées, a contenu finement granuleux.
Elles forment un réseau anastomosé dans le centre du cytoplasme.

Des ribosomes sont attachés sur la face externe de certaines
vésicules (Fig. 7).

En outre, de longues lames d'ergastoplasme empilées (REG) sont
parfois juxtaposées au noyau du macrogamétocyte (Fig. 8). Chez les
microgamétocytes, le réticulum endoplasmique est rare. Les vésicules

moins dilatées a contenu clair sont plutdt disposées au centre de la

cellule.
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Dans le cytoplasme, nous avons observé quelques vésicules dont
1'aspect évoque celui des vésicules golgiennes, mesurant 4,9 ¥ 0,04 nm
de diamétre et qui sont rattachées au réticulum endoplasmique agranu-
laire (Fig. 9).

Les corps osmiophiles sont nombreux, de formes diverses :
allongés » ovoides ou sphériques selon 1'incidence de la coupe et
répartis de fagon variable. I1s paraissent plus abondants dans certains
gamétocytes peut-&tre plus évolués (Fig. 4 et 5). Cependant, dans tous
les cas, ces structures sont plus nombreuses chez le macro que chez
le microgamétocyte. Les corps osmiophiles mesurent entre 30 nm et
64 nm de Targeur et de 100 a 192 nm en longueur. Leur contenu est dense
et ils sont entourés par une membrane plus ou moins nette. Les corps
osmiophiles tant dans le macro que dans le microgamétocyte sont soit
réguliérement répartis dans le cytoplasme, soit distribués surtout en
périphérie. I1s sont parfois groupés en amas (Fig. 18, 19). Bien que
ces dispositions aient été observées dans des échantillons assez nom-
breux, ces constatations peuvent cependant &tre influencées par 1'in-
cidence de la coupe.

Les mitochondries sont de formes diverses, allongées, ovoides,
ramifiées ou en halteres (Fig. 1 et 3). Leur Tocalisation est varia-
ble, occupant souvent le cytoplasme sous-pelliculaire et périnuclé-
aire (Fig. 5). Elles sont parfois rassemblées en groupes et consti-
tuées de 2 membranes entourant une matrice plus ou moins dense. Nous
n'avons jamais observé de crétes. Certaines mitochondries sous-
pelliculaires peuvent atteindre 3 ym de long (Fig. 12) mais, en gé-
néral, elles atteignent 0,8 f 0,2 pym environ de longueur. Nous avons
parfois observé des mitochondries trés dilatées, vacuolisées dans
une extrémité (Fig. 11 et 22).

Le pigment malarique est constitué de cristaux de taille trés
variable (de 100 & 400 nm de longueur), de forme grossigrement rec-

tangulaire, répartis dans le cytoplasme. Sur quelques coupes, les
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grains de pigment sont distribués en périphérie. I1s peuvent &tre
plus ou moins denses aux électrons. Quelquefois, ils sont entourés
d'une membrane unitaire dont ils sont séparés par un espace clair
(Fig. 19). Nous n'avons pas observé de pigment dans le cytoplasme
érythrocytaire. La quantité de pigment est. variable (Fig., 5 et
22).
du cytoplasme, sont obsefggb]es chez les macrogamétocytes (Fig. 18).
Ces vacuoles sont parfois entourées par des corps osmiophiles et des
mitochondries.

Des vacuoles pouvant correspondre a la vacuole nutritive ou
a la portion proximale du tube cytostomal (SLOMIANNY, 1982) ont été
observées autant chez les macro que chez les microgamétocytes
(Fig. 11, 16 et 22). Par contre, nous n'avons pas observé de vésicules

de micropinocytose, ni de vésicules lysosomiales.

Le noyau, 1limité par une double membrane, est plus grand chez
le microgamétocyte que chez le macrogamétocyte, et fréquemment Tobé
chez le premier. Des pores nucléaires a deux variétés sont présents
aussi bien chez les macro que chez les microgamétocytes (Fig. 14 et
16). Les pores simples mesurent 60 nm, les pores complexes mesurent
80 nm.

Le nucléoplasme est finement granulaire et présente des gra-
nules denses, irréguligrement dispersés (Fig. 4, 8 et 17).

Le diamétre nucléaire mesuré sur les plus grandes superficies
de coupe ont 2,4 ¥ 0,7 mm chez le macro et 3,3 ¥ 0,1 um chez Te
microgamétocyte.

Nous n'avons pas observé d'images nucléolaires. I1 n'apparalt

pas non plus de structure mitotique sur les noyaux étudiés.



: Variations du taux d'exflagellation (A—-—a4) de la

parasitémie (Oesee+0), de la gamétocytémie ( #—¥ ),
du rapport (@---e@) micro ( & )/macro ( Q ) gamétocytes,

et du nombre de macrogamétocytes (4&——A) et de micro-

gamétocytes (A--:-A) en fonction du temps.

P. yoelii nigeriensis : inoculum 2 x 106 GRP.
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Tableau F : Evolution du taux d'exflagellation, de la gamétocytémie et la parasitémie de P.yoelii nigeriensis

chez la souris Swiss (Inoculum : 2 x 106 GRP (Voie i.v.).

Nombre de jours Taux d'exflagellation Nombre~de micro et macrogamétocytes sur 106 GR Rapporf Parasitémie
aprés inoculation Microgamétocytes (0% | Macrogamétocytes (Q)] Q * 0"} d/Q I 9
i - | A 0,241
J2 9,645 2,8x1,6 ‘ 2+1 4.,842,4] 1,410,6 0 3,740,4
J3 112,2453,6 - 10,2+2,6 | 10+2,6 20,2+4,2) 1,240,5 R EY
J4 311+32,8 ' 11,321,3 81,4 19,3+2,5] 1,410,2 36,9+47,5
J5 11*6,9 1845,4 7,8+1 25,815,6} 2,340,8 55,648 ,5
J6 4,341 ' 1746 8,543, 1 25, 13,7| 2,642,3| 51,5411,9
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3.2.1.4. Variations du taux d'exflagellation.

Nous avons montré dans la fig. j 1'évolution du taux d'exflagellation

chez Plasmodium yoelii nigeriensis en fonction du temps.

Nous avons voulu savoir dans quelle mesure les variations de
1'infectivité gamétocytaire constatées dtaient associées a des chan-
gements du taux d'exflagellation.

Pour faire cette expérience, nous avons inoculé quatre souris
avec 2 x 106 GRrp (par souris). Puis, quotidiennement et a la méme
heure, nous avons déterminé le taux d'exflagellation, la gamétocy-
témie et la parasitémie. Les résultats apparaissent sur le tableau’F
et sur les figures j et k

Les souris sont mortes 8 3 9 jours aprés 1'inoculation.

Les premiers parasites sont observés'ie lendemain de 1'ino-
culation. Les premiers gamétocytes et des exflagellations sont déce-
lables pour la premiére fois, le 2eme jour. Sur le frottis PO, la
gamétocytémie maximale (25,8 I 5,6/104'GR) a été enregistree le 5éme jour"
alors que le taux d'exflagellation (11 * 6,9) était trés bas par rapport
a celui observé au 3éme jour, quand le taux d'exflagellation atteint
son maximum (11,2 ¥ 53,6). Au-deld, malgré 1'augmentation continuelle
de la parasitémie et de la gamétocytémie, nous assistons a une décrois-
sance importante du taux d'exflagellation.

De plus, nous avons remarqué que les premiers microgamétocytes
exflagellants sont observables 6 a 8 mn aprés le prélévement au début
(jour 1) et & la fin (jours 5 et 6) de 1'infection. Par contre, les
exflagellations observées le jour 3 de 1'infection se produisent deja 3 3
4 minutes aprés le prélévement. A cela, i1 faut ajouter qu'aprés
avoir exflagellé, les microgamétes demeurent mobiles entre lame
et lamelle pendant un temps plus court (8 a 12 mn) le jour 3, qu'en

début et en fin d'infection (15 & 18 mn).



Fig.k__ : Variation du taux d'exflagellation en fonction de la

parasitémie. P. yoelii nigeriensis.

Inoculum : 2 x 105 GRP.
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Sur la fig. k i, nous présentons les taux d'exflagellation
en fonction de la parasitémie. Les premiéres exflagellations ont
été décelées lorsque la parasitémie était de 3,7:0,4 %. Le taux maximum
d'exflagellation (112 ¥ 53,6) est observé pour une parasitémie rela-
tivement faible (11 ¥ 1 %). Puis, la parasitémie continue 3 augmenter
en atteignant 55,6 * 8,5 % le 5&me jour, tandis que le taux d'exfla-
gellation diminue remarquablement : ce taux est alors de 11 ¥ 6,9.
Macro et microgamétocytes ont été observés en quantités égaies les
2eme et 3eme jours. Puis, a partir du 4éme jour, les microgamétocytes
deviennent plus nombreux (17 ¥ 6 & 18 * 5,4/100GR) que les macroga-
métocytes (7,8 T 1 a 8,51 3,1) dans les frottis PO (tableau F).

3.2.1.5. Variations de 1'infectivité gamétocytaire et de

1'exflagellation en fonction de 1'importance de 1'inoculum

Lors d'infections induites par des inoculums compris entre

27 x 103 GRP et 41 x 100 GRP, le nombre maximum de gamétocytes infes-

tants. pour les moustiques énregistré(dans les frottis PO) au jour. 3
varie de 10,5 + 0,7 a 27 £ 1,4 pour 104GR. Cependant le nombre maximum
de gamétocytes a étécompté sur les frottis PO au 5eme jour. : 20,5 + 2

a 52,5 = 3,5/104GR1(tab1eau G).

- AQ séur 2, 1'infectivité est plus importante pour les inoculums
forts (19 x 106 GRP et 41 x 106 GRP) que pour les autres. Quelle que
soit 1'importance de 1'inoculum, nous n'avons pas observé d'exflagel-
lation le lendemain de 1'inoculation (jour 1) ; cependant, gquelques
Anopheles se sont alors infectés faiblement (10 a 20 oocystes/mous-
tique). L'exflagellation apparait, sauf chez les souris inoculées avec
27 x 103 GRP, au jour 2 et elle atteint son maximum (66 a 100 pour
25 champs) chez les quatre lots infectés avec un inoculum différent

au jour 3, ol 1'infectivité gamétocytaire est également maximale.



Fig.l : Evolutions de 1'infectivité gamétocytaire (@---e),
de la parasitémie (O——0O) et du taux d'exflagellation
(o—e) en fonction de 1'importance de 1'inoculum de

P. yoelii nideriensis chez la souris Swiss.

Inoculum : 27 x 103 GRP (A) ; 2 x 106 GRP (B) ;
19 x 108 GRP (C) ; 31 x 100 GRP (D). GRP = globules

rouges parasités.
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Fig. n_ : Evolution, en fonction de 1'inoculum, de 1'anémie

induite lors d'une infestation par P. yde]ii nigeriensis.
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Fig.m

Evolution du taux d'exflagei]ation (A—aA) et du
nombre de'microgamétocytes (e——=o) (par 104 GRP)
en fonction de ]fimporﬁance de l'inqculumT

Chaque courbe correspond aux chiffres d'une seule

souris inoculée par voie i.v.
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Tableau 6 :

Gamétocytémie, parasitémie et taux d'exflagellation chez P, yoelii nigeriensis en fonction de

1*importance de 1'inoculum (GRP par voie i.v.)

v

19 x 106 GRP

Inoculum : 27 x 103 arp 2 x 106 GRP 41 x 106 GRP
Jours aprés G P E G P £ 6 p £ 6 p E
1 infection)
1 6to - - 2.5 0,7 - - 3% 1,4 - - 410 - -
2 0,5 t0,7]1 0,05%0,02 - 11,4 0,0t0,03 | 19*t1,4]16,5%7.8 0,4 *0,07 48 * 10 24,51 7.8 0,9 to,1 67 t 10,6
3 25 %0 0,4 *0,03| 72,5%* 10,6{ 10,5 % 0,7 0,4%0,1 68 * 3 26,5 % 6,4 1%0,03 99 t 1,4 27 % 1,4 1,5t 0,2 99,5 £ 0,7
4 25,512 10,4 43,5 % 3 16to 1%0,6 45 13 18 % 1,4 10,1 16 * 5,5 32t a,2 1,6 £ 0,3 231 4,2
5 30t 0,9%0,5 16,5 % 2 26,5 % 2,8 0,9%t0,6 21tes5) 20,5%2 0,5%0,3 12%3 52,5 * 3,5 0,9%0,2 6L2
, 6 = gamétocytes/10% GR
= parasites/mm3 .
E = taux d'exflagellations (voir chapitre 6.2)
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Un trés faible taux d'exflagellation a été enregistré pour tous les
inoculums, au 5&me jour. L'infectivité gamétocytaire, chez Anopheles,
était trés faible ou nulle ce jour-1a (Fig. 1).

La parasitémie a (pour les quatre.inoculums) progressivement
augmenté jusqu'au 5&me jour. Pour évaluer dans quelle mesure la
parasitémie exprimée pour 100 GR, rapportée donc en valeur relative,
représente les varfations réelles de la masse parasitaire ou est af- A
fectée par la réduction progressive du nombre de globules rouges (Fig.n) au
cours de la maladie, nouys.avons effectué des numérations érythrocytaires
Jjournaligres, ce.qui nous a permis d'exprimer le nombfé de paras1te§mvr
par mm3 (Fig. 1 ; Tableau G ), '

En fin d'évolution, alors que la parasitémie relative ne
cesse généralement pas de croitre, le nombre réel de parasites a

Y

tendance a se stabiliser face 2 1‘effondrement de la masse globulaire
(Fig. 1 ). Le nombre de microgamétocytes"pék 104GR au cours des quatre

infections a inoculums variés est exposé sur le Fig. m.

3.2.1.6. Les ookindtes et les variations de 1'infectivité gamétocytaire :

observations préliminaires

Pour connaitre dans quelle mesure les variations de 1'in-
fectivité gamétocytaire ont un retentissement décelable sur 1'cokiné-
to-formation, nous avons disséqué des moustiques, 16 a 19 heures apres

1'ingestion de sang des souris infectées avec P. yoelii nigeriensis

depuis 3 jours (pic d'infectivité gamétocytaire)et 5 jours (infectivité

gamétocytaire trés faible).  ~ - = ) ]
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Les ookinetes étaient présents chez tous les moustiques examinés,
infestés 3 et 5 jours aprés 1'inoculation des souris. Ces ookindtes se

présentent sous trois morphologies différentes :

- forme "typique", allongée, trés basophile, avec Qne extrémité
pointue et 1'autre arrondie, un noyau central ;

- forme "arrondie", aussi basophile que la forme précédente, avec
un noyau rond, trés visible et une ou deux petites formations arrondies
Giemsa, positives, trés brillantes aux environs de celui-ci ;

- forme "acidophile", allongée, avec un ou deux pdles trés aigiis,
en continuité avec un prolongement fin et droit du cytoplasme, un noyau
ovalaire entouré par un halo clair et ‘un cytoplasme bleu rougedtre ou

franchement rose, avec pigment malarique fin, bien visible.

Le nombre total d'ookingtes que nous avons compté, slrement trés

inférieur au chiffre réel puisque des gros débris du contenu intestinal

Ccachent surement le plus grand nombre,sur les préparationss - apparait sur

le tableau +H , ainsi que la représentation pourcentuelle des trois

types morphologiques observés.

Tableau H - Qokinetes de Plasmodium yoelii nigeriensis (1)
Nombre de jours Nombre d'ookinates | Proportion (%) d'ookinétes :
aprés infection dénombrés/moustique | "typiques" ‘"arrondis" "acidophile
3 52 18 41 * 24 51 * 22 g8ts
n=3
5 14 * 15 29 T 47 28 * 35 43 * 49
n=4

(1) Souris inoculées par voie i.v. avec 2,5 x 105 GRP
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3.2.2. Chez P, knowlesi

3.2.2.1. Développement de 1'infection chez le singe splénectomisé

Les premiers parasites sont décelés 44 heures aprés 1'inocula-
tion. La parasitémie est montée a 1,8 % environ le 7&me jour, en
atteignant le maximum avant traitement, 4,5 % 10 jours apreés inoculation.

Dans le nycthémére, le maximum de la parasitémie globale a été
observé a des heures variables : quatre fois aux environs. de minuit,
trois fois aux -environs de 19 h et une fois a 8 h du matin.

Les pics maximums de trophozoites annulaires se sont produits
constamment entre 18 et 21 heures et ceux des schizontes matures
toujours a midi (12 h).

Les résultats de 1'étude de 1'évolution des trophozoites jeunes
ou annulaires jusqu'au stade de schizontes est représenté sur Te

tableaul

Jour aprés : Trophozoites ; Trophozoites ; Schizontes ;

3 l1'inoculation ; jeunes : agés : matures

'''''
T
""""

TABLEAU I : Evolution de trophozoites jeunes 3 schizontes pendant
trois jours de la maladie expérimentale

(parasites %).



Fig.g :

Evolution de la gamétocytémie et de différents stades
sanguins asexués |(trophozoites jeunes( o ) ;

trophozoites dgés ( O ) ; et schizontes ( A. )|

'par 104 GR en fonction du temps chez Macaca fasicularis

splénectomisé infesté par P. knowlesi. La séparation de
mérozoites résultant d'une schizogonie a lieu aux environs
de midi ( ¥t ). Les gamétocytes atteignent leur pic-

( 6 ) dans le sang périphérique 25 a 28 heures environ

apres la division du schizonte.

-
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(1 1 | - ,
6/0 6712 772 [7/8 Y112 {1n8)8s0 |8/6 812 8718 J971 | aselasneles19bose liose J10/12)10/20
TROPHOZOITES JEUNES 0.5] 2 1.5] 2 6 | 8] 20 |a,5]|s4,3]162] 37.315.8 Jaz,s | 336]77,50 15 |17 | 420
A/’T 171 \ ‘
[4 N
TROPHOZOITES AGES 1,5/ 0 [z,5) vt | 3,7] o 75.5]72,5] 80| 6 130 |122 J 26 [} 17.5]173 122 |81 |22 3
)\ l (86% { N Y
<t =t
SCHIZONTES of1.5) 1.5N11,9 8 1{ o0 { 21.d 2.6 2 Q 54 glosN\osl77 |43
GAMETOCYTES of 0 1o o] 172 i 0.9 o, 11| 21 )12 ] 85! 1 ls,5] 55 3 |53
" 123 ~21% ~6%
PARASITEMIE / 104 2| 3.,5] 16,5 24,50 18,4 90| 98 | 79,5 103,3 188, 190,94 151 | 130,94 372.9 257 159..‘1 178 | 453
INFECTIVITE o| o ol o o | ofo.a] 0,24 o] o 11,6] 0.4 0 o |2, 0.4/ o 0

(1) Date/Heure

Tableau J - GAMETOCYTOGENESE CHEZ Plasmodium knowlesi - PARI\S!TES/IO“GR

(2) % de gamétocytes par rapport au nombre de trophozoites &gés.
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Dans cette espéce quotidienne, seulement 25 % environ de tropho-
zoites annulaires arrivent au stade schizonte mature.

Cette perte apparente de parasites d'aprés 1'analyse des frottis,
se produit lors du passage trophozoite dgé a schizonte, la chute ob-
servée lors du passage trophozoite annulaire a dgé ne dépassant pas,
en général, 20 %.

Si 1'on étudie la discordance existant entre 1'augmentation
attendue du nombre de trophozoites annulaires (consécutive a chaque
schizogonie) en fonction du taux de cfoissance de la souche, et celle
qui a eu lieu dans nos expérienées, nous constatons que pendant les 2
a 3 jours qui ont précédé le traitement, le nombre de trophozoites
annulaires est respectivement 6, 26 et 210 fois environ plus faible

que Ta valeur théorique attendue.

3.2.2.1.1. Rythme de la gamétocytogéndse ( Fig. 0; Tableau J)

La gamétocytémie est sensiblement la méme dans les PQ et les PM,
un peu plus faible dans les derniers. Elle a atteint son maximum au
8éme jour‘aprés 1'inoculation & 1 h du matin : 21,7 gamétocytes/104 GR.
Au cours du nycthémeére, la gamétocytémie atteint son maximum entre
19 h et 2 h (trois fois sur cing entre 0 h et 2 h).
La succession temporale des vagues de trophozoites annulaires,
dgés et de gamétocytes (fig. o ) indique que :
a) a chaque schizogonie correspond une vague de gamétocytogénése ;
b) cette derniére atteint son maximum 25 & 38 h aprés le pic de
trophozoites annulaires dans le sang périphérique ;
c) les vagues nycthémérales de gamétocytogénése donnent une gamétocytémie
croissante au fil des jours qui atteint son maximum 164 h aprés 1'inocu-

culation du singe. Puis la gamétocytémie décroft.
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Nous avons donc constaté 1'existence de deux périodicités dans
la gamétocytogénese qui se superposent :

(a) un rythme "a long terme" : la production de gamétocytes est

croissante au cours de la maladie expérimentale jusqu'a la 4ldme heure
aprés 1'apparition des premiers parasites dans le sang périphérique,
pour diminuer par la suite indépendemment de 1'augmentation de la
parasitémie, augmentation qui ne cesse qu'avec le traitement.

(b) un rythme nycthéméral ou "a court terme" : le taux de gamé-

tocytes dans le sang périphérique augmente entre 19 h et 2 h et

redescend pendant le jour.

'3.2.2.1.2. Combien de temps faut-il pour la formation des gamétocytes ?

Entre le pic journalier de trophozoites dgés et 1'apparition de
gamétocytes (qui ne sont pas encore infestants), il s‘écoule entre 6

et 13 heures.

3.2.2.1.3. Combien de temps faut-il pour que les gamétocytes deviennent

infestants ?

Une fois reconnaissables sur les frottis de sang périphérique,
les gamétocytes deviendront infestants 5 & 10 h aprées.

Entre chaque pic de trophozoites &gés et le moment ol Tes gamé-
tocytes correspondant a ce pic deviennent infestants, i1 s'écoule en

tout de 11 a 23 h.

3.2.2.1.4, Pendant combien de temps les gamétocytes demeurent-ils

infestants ?

Dans nos expériences, ils demeurent infestants pendant 5 a 6 h
minimum, 12 h aprés le maximum de leur infectivité, celle-ci devient

nulle.



Fig. p :

Variatios de la parasitémie (A) ; gamétocytémie (B)

jinfectivité gamétocytaire (C) chez Macaca fasicularis

splénectomisé, infésté par P. knowlesi en fonction du

temps :

. . ... nombre de moustiques positifs nombre
1'infectivité =

X )
nombre de moustiques disséqués  oocystes
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Malgré leur perte d'infectivité, les gamétocytes ne disparaissent
pas immédiatement de la circulation. Vers la fin de 1'expérience, nous
avons remarqué une "accumulation" de gamétocytes qui montraient des
signes apparents de dégénérescence : réduction de volume, condensation

massive du pigment, bords frangés, vacuolisation nucléaire et cyto-

plasmique.
SCHEMA___RECAPITULATIF
Pic de Gamétocytes Gamétocytes Gamétocytes encore gy Gamétocytes non
trophozites non infestants infestants | peu infestants - infestants
agés. .
-_____ XRERL . 5a10h __. S36h l __________ 536h .

Entre le commencement d‘une vague de gamétocytogénése et 1'é-
puisement de 1'infectivité des gamétocytes formés, il s''écoule entre
16 et 29 h. La gamétocytogénése dans cette souche de P. knowlesi est

donc quotidienne, comme la schizogonie.

3.2.2.1.5. Variations de 1'infectijvité des gamétacytes ( Fig. P)

Les gamétocytes ont été infestants pour Anopheles stephensi

au J2 (3h), au J3 (0 h), au J6 (0 h et 6 h), au J7 (1 h et 6 h)
et au J8>(0 h). Le maximum d'infectivité a été enregistré le jour 8 a
1 h du matin les autres jours, 1'infectivité etant toujdurs plus forte
vers 0 h,

IT ne semble pas exister de particularités dans les "formules
gamétocytaires" des moments d'infectivité importante, par rapport a
celles des moments d'infectivité nulle.

Cependant, 1'existence d'un rythme nycthéméral trés marqué
(aux environs de minuit) de 1'infectivité gamétocytaire est un fait

net et indiscutable.
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3.2.2.1.6. Qbservations sur la morphologie des gamétocytes de

Plasmodium knowlesi

3.2.2.1.6.1. Microscopie photonique

Les gamétocytes chez cette espéce présentent une morphologie
trés variée. (Fig.. 45 4-48)

Les macrogamétocytes, qui sont plus nombreux sur les frottis
que les microgamétocytes, ne remplissent pas, en général, la cellule
hote. Leur forme est sphérique, parfois ovalaire. Le bord peut pré-
senter des déformations localisées. Le cytoplasme coloré par le
Giemsa acquiert des tons bleus, plus ou moins foncés, parfois mauves,
moins fréquemment, un peu rougedtres. Le pigment plus ou moins abondant
se présente comme des granulations de petite taille, plus ou moins con-
densées, formant des taches réparties irréguliérement, parfois super-
posées a 1'image nucléaire, parfois disposées en périphérie.

De rares macrogamétocytes présentent des zones assez larges du
cytoplasme, bien limités; de couleur bleu clair puisque dépourvues de
pigment,‘lesque11es pourraient correspondre a des vacuoles. Le noyau,
en général excentré, est souvent ovalaire, parfois triangulaire ; il a
des bords nets bien que dans certains cas le bord interne soit 1égérement
?fangé. Les Timites nucléocytoplasmiques sont nettes. La présence d'un
espace optiquement vide, petit et bien 1imité, arrondi prés du bord,
ou en déformant le contour nucléaire, est fréquemment observée. Le
contenu nucléaire est, en général, homogéne, parfois légérement
granuleux.

L'hématie qui héberge des macrogamétocytes est remarquablement

N

modifiée. Elle est plus ou moins déformée, réduite parfois a une sorte

4l

de sac membranaire "vidé", entourant le macrogamétocyte. Cependant,

cette sorte de "couronne érythrocytaire" est souvent mince, rouge foncée,
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violet mauve, rose vif ou rose orangé, parsemée de granulations fines
et réguligres de Sinton et Mulligan.

Les microgamétocytes de P. knowlesi présentent une variabilité
morphologique encore plus large que les macrogamétocytes. Leur forme
est arrondie en général, mais elle peut étre grossigrement triangulaire.
La couleur du cytoplasme varie entre le rose vif et le rose bleudtre.

Le pigment peut montrer des aspects semblables a ceux décrits pour le
macrogamétocyte. Le noyau, disposé en périphérie, est trés grand mais
ne dépasse pas la moitié de la cellule. En général, son contour est
semi-circulaire, cependant le bord droit (ou cytoplasmique) peut &tre
irrégulier, déchiqueté ou trés diffus, rendant invisible la limite
entre le nucléoplasme et le cytoplasme. Le noyau est parfois apparem-
ment "fragmenté" soit en deux grosses masses, soit en plusieurs agglo-
mérats reliés entre eux, de taille et de forme trés variées. La présence
d'une ou plusieurs "vacuoles" nucléaires est encore plus fréquente que
chez le macrogamétocyte. Le contenu nucléaire peut se présenter homo-
géne, mais le plus souvent est granuleux, de couleur variant du rouge
vif au rose pale. Enfin, Tes modifications subies par 1'hématie hdte
correspondent a celles signalées a propos du macrogamétocyte.

Malgré la synchronicité de 1'évolution de cette espéce, aux
moments de pics d'infectivité, coexistent les différentes morphologies
gamétocytaires décrites. Pour cela, il sembie trés difficile de rattacher

-

1'infectivité a une morphologie gamétocytaire donnée.
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3.2.2.1.6.2. Microscopie électronique

Lors du prélévement de sang de Macaca fascicularis, la parasi-

témie était de 2,6 % ; 1'infectivité était maximale (13 ¥ 9 oocystes/
moustique) mais la gamétocytémie ne représentait que 6 % environ du
nombre total de parasites dans le sang périphérique. L'examen d'un
grand nombre de coupes ultrafines nous a cependant permis d'aborder
1'étude de 1'ultrastructure assez mal connue des gamétocytes de cette
espece qui est pourtant trés utilisée en malariologie chez un autre

hote vertébré (M. mulatta).

Les gamétocytes de P. knowlesi que nous avons pu étudier
siégeaient dans des hématies matures dont la taille n'était pas modi-
fide. La cellule hdte présentait dans tous les cas des "clefts"
parfois trés nombreuses, en général alignées parallélement a la
surface de la vacuole parasitophore.

Les gamétocytes, a 1'intérieur de la vacuole parasitophore,
sont donc entourés par deux membranes : 1'une correspondant a celle
de cette vacuole, 1'autre & la membrane cytoplasmique de la cellule
parasitaire. Entre les deux membranes, il y a, en général, un espace
bien visible qui mesure .20 nm, mais souvent les deux membranes sont
‘acollées. En-dessous du plasmalemme parasitaire une troisiéme membrane
est bien visible. Cette structure, constituée d'un seu]feuf11et trés
dense aux électrons, pourrait résulter de la fusion des deux membranes

des vésicules aplaties du complexe sous-membranaire (Ffj- 30).

Les deux seuls cytostomes (Fig. 29) que nous avons pu observer
étaient dans des macrogamétocytes et dans les deux cas, des "unités" de
cette troisidme membrane &taient associées aux anneaux denses cytostomales

caractéristiques (Fig. 29).
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Les enroulements membranaires, fréquents chez les gamétocytes

de P. yoelii nigeriensis (fig. 5. ), bien qu'existant chez P. knowlesi,

(fig..28 ) semblent beaucoup plus rares.

Nous avons pu étudier un seul microgamétocytéIZfig. 28 ) dont
la photographie mesure 6 ym. Cette cellule a un noyau semi-lunaire,
de grande taille (4,8 um x 3,3 um), un systéme réticuloendoplasmique
agranulaire trés peu développé et des ribosomes libres peu nombreux,
souvent groupés en polysomes. Les corps osmophiles sont trés rares et
des vésicules de pinocytose sont bien visibles en périphérie. Nous
n‘avons pas reconnu de mitochondries. Quelques cristaux de pigment,
de taille trés variée, sont entourés d'une seule membrane fine.

Dans 1'enveloppe nucléaire, ol 1'espace entre les deux feuil-
lets membranaires mesure 41 nm, il est possible d'observer un pore
nucléaire complexe.

Le nucléoplasme se présente peu dense, inhomogéne, parsemé de
granules denses, ronds et nombreux, disposés irréguliérement et mesurant
40 nm environ.

Les macrogamétocytes, plus nombreux sur les coupes, présentent
un systéme réticuloendoplasmique granulaire et agranulaire trés développé,
distribué largement dans le cytoplasme majs respectant en général la
périphérie de la cellule. Entre les systémes membranaires, les ribo-
somes libres sont nombreux.

Les corps osmiophiles, nombreux, présentent des tailles et des

densités trés variées. Plusieurs fois, ces structures semblent occuper

(1) Nous n'avons pas trouvé d'images ultrastructurales de microgamétocytes

de P. knowlesi dans la bibijographie malariologique.
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préférentiellement la périphérie ; cependant, !l'étude de coupes permet

de les retrouver aussi dans le centre de la cellule et autour du noyau.

Les mitochondries, trés nomtreuses et de taille trés variée, (0,2 + 0,05

& 1,2 # 0,3 um) occupent préférentiellement la périphérie du cytoplasme.
Allongées, présentant parfois des constrictions, elles sont typiquement
entourées d'une double membrane dont la feuille interne (Fig. 31) semtle
rarement donner lieu 4 des ébauches de crétes. La matrice mitochondriale
assez claire est occupée par un fin matériel particulé, mcyennement dense,
disposé irréguliérement. Des microvésicules (Fig. 31) entourées d'une seule
membrane sont aussi occasionnellement visibles dans les mitochondries.

Des vacuoles entourées d'une seule memtrane, de taille plus ou
moins variable sont couramment présentes dans le cytoplasme. Plus souvent
retrouvées en périphérie, elles contiennent du cytoplasme érythrocytaire
qui coexiste parfois avec des cristaux de pigment (Fig. 29). Leur taille
est trés variable, ainsi que leur typographie.

Le noyau &tudié sur les coupes sériées d'un macrogamétocyte est
haltériforme et mesure 2,7 + 0,5 X 0,6 + 0,5 um. Des pores complexes
sont visibles (Fig. 30). Une continuité semble s'établir entre le feuillet
externe de l'enveloppe nuclaire et le systeme réticulaire endoplasmique
(Fig. 30). Le nucléoplasme inhomogéne présente des granules denses de
taille trés variée, irréguliérement disposés. Nous n'avons pas observé

de nucléocle ni d'images microtubulaires nettes.
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3.2.2.2. Développement de 1'infection chez le singe intact

{non splénectomisé)

L'inoculation a eu lieu le méme jour que celle du singe
splénectomisé. Le premier parasite a été observé le 4éme jbur apres
1'inoculation @ 0 h 30 : i1 s'agissait d'un trophozoite annulaire avec
une grande vacuole et un noyau trés allongé avec une tache chromati-
nienne accessoire.

A partir de ce moment, la parasitémie a progressé faiblement
pour atteindre 0,87% le jour 8 a 19 h : il s'agit 13 du maximum de
parasitémie observé dans les PO et dans les PM.

Dans la journée, le maximum de la parasitémie globale a été

observé trois fois aux environs de 0 h 30 et deux fois de 19 h 30.
Les schizontes matures ont toujours été trés rares (0,01 a
0,03 %) et ils sont observables & 12 h, 19 h, 20 h et 4 h du matin.
Les pics de trophozoites annulaires se sont produits a 1 h,
le jour 7 et a 19 et 20 h, les jours 8 et 10 respectivement.
I1 est difficile de savoir quand la schizogonie a lieu. En tout
cas, les pics de trophozoites annulaires se produisent entre 19 h et 1 h

du matin, presque comme chez 1'animal splénectomisé (entre 18 et 21 h).

3.2.2.2.1. Variation de la gamétocytémie globale dans les PO et les PM

La gamétocytémie est aussi faible dans les PM que dans les PO.
Dans les PO, la gamétocytémie globale atteint son maximum le jour 8 a
12 h : seulement 4 gamétocytes/lO4 GR. Dans les PM, la gamétocytémie
maximum est 1 gamétocyte/104 GR Te jour 7 & 6 h.

Ceé résultats sont apparemment en contradiction avec ceux du
singe splénectomisé. Le faible chiffre de gamétocytes nous empéche,

bien-silr, de tirer des conclusions.



3.2.2.2.2. Infectivité gamétocytaire

Les gamétocytes de P. knowlesi chez le singe intact ont été

infestants pour Anopheles stephensi a deux moments : le jour 8 & 6 h

du matin et le jour 11 & 0 h 30. Dans les deux circonstances, nous
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n'avons pas réussi a observer de gamétocytes dans les frottis (PO et PM).




: Evolution de la POp, de la PCOp et du pH du sang artériel

au cours du paludisme a P. yoelii nigeriensis chez la

souris C 57 Black. Les lignes horizontales supérieure
et inférieure 3 chacun des paramdtres normaux correspondent
aux écarts-type. Pour chaque point expérimental, nous avons

dessiné 1'écart-type.
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3.3. P02’~PC02’ pH SANGUINS ET ACIDE LACTIQUE PLASMATIQUE CHEZ EA

SOURIS SAINE ET INFECTEE PAR P. YQELLII NIGERIENSIS ( Tableau K)

3.3.1. Souris saine :

N'ayant pas trouvé dans la bibliographie les 1imites normales
de PCOp, PO2 (l), pH et acide lactique plasmatique chez la souris saine,
nous les avons déterminées chez les deux souches de Mus musculi
(CB-57 et Swiss) avec lesquelles nous avons travaillé.

Aprés avoir essayé plusieurs modalités de prélévements pour
déterminer le PCO2, le POy et le pH, nous avons retenu la ponction
cardiaque transthoracique, cette technique nous ayant permis d'atteindre
le maximum de reproductibilité et de fiabilité dans les résultats. Ceux-ci

sont exposés dans le tableau K.

3.3.2. Souris infectées par Plasmodium yoelii nigeriensis (Tableau L, M;

Fig.q)

13.3.2.1. POp
La POp subit des variations faibles, non significatives en

général, au cours du paludisme a Plasmodium yoelii nigeriensis méme

aux moments de plus forte parasitémie.

(1) Un travail récent ( KRISHNA et al, 1983 ) rapporte des chiffres

concernant la POy chez la souris saine et infectée par P. yoelii
yoelii (17 X)



Tableau X - PO2, PCO2, pH sanguins et lactate plasmatique chez

les souris CB-57 et Swiss saines

CB57 SWISS

SANG PO2 (mmHg) 101 %3 n=11 95,4114 n=9

ARTERIEL” PCO5(mmHg) 25,6%4 n=11 26,3%3,5 n=9

pH 7,17+0,05n=11 7,3%0,03 n=9

PLASMA™* Acide lactique + _
(mg/100 mo1) — 66,3 ¥ 20 n= 32
SANG PO, (mmHg) 51 2 n=15 45,81 12,6 n =21
*

VEINEUX PCOp(mmHg) 38,718 n=15 38,6%6 n=21
pH 7,10 + 0,07 n=15 7,24+0,08 n=21

* P s . .
Prélevements par ponction cardiaque transthoracique

-~

Prévélements 3 1'oceil, souris a jeun



PR

Tableau [ - POz, PCO2, et pH sanguins chez la souris CB-57 infectée par Plasmodium yoelii nigeriensis

Sang artériel *

< *
Sang veineux

Parasitémie POy PCO2 pH PO, PCOy pH
(%) (mmig) (mmiHg) (mmig) (mmHg)

0,52 10 91,4 £ 16 (NS) 28,8 ¥ 5,5 (NS) 7,17 £ 0,07 (NS) 47,5 210 (NS) 42,1 £ 7 (NS) 7,11 % 0,09 (NS)
11320 96,1 * 17 (NS) 32,9 7,4 (NS) 7,13 £ 0,09 (NS) 53,7 12 (NS) 37,3% 6 (NS) 6,99 % 0,10 {NS)
213 40 92 * 14 (NS) 29,2 * 4,8 (NS) 7,04 £ 0,11 (NS) 43,2t 10 (S) 43 * 6,7 (NS) 6,97 0,13 (NS)

>a 93 ¥ 16 (NS) 36t 4,5 (5) 6,98 ¥ 0,10 (5) 47,3 1 15 (NS) 395 (NS) 6,92 10,09 (S)

* Différences statistiquement significatives (S) et non
observées chez la souris saine CB-57 (tableau K ).
(Test de Student corrigé pour des petits échantillons

significatives (NS) (P < 0,01) par rapport aux valeurs

).

Tableau M - Lactate plasmatique chez 1a souris Swiss infectée avec

Plasmodium yoel

ii nigeriensis

% de variation

Parasitémie N Lactase par rapport Différence *
(%) (mg/100 m1) aux souris saines
43 14 17 77,7 £33 + 17 NS
15 3 36 10 85,5 £ 39 + 29 NS
> 37 7 87,6 + 42 + 32 NS
_ %

*'S : significative ; NS : non significative (P > 0,01)
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3.3.2.2. PCOp

La PCO» augmente légérement dés le départ. Lorsque la parasi-
témie dépasse 40 %, cette augmentation devient statistiquement signi-
ficative dans le sang artériel et demeure pratiquement inchangée
jusqu'a la mort des animaux. Ces variations sont moins nettes dans

le sang veineux.
3.3.2.3. pH

Le pH sanguin diminue significativement dans le sang artériel

. Torsque la parasitémie dépasse 40% .

3. 3.2.4. Lactate plasmatique

La concentration de lactate plasmatique, déja trés variable
chez les rongeurs sains (46.3 a 86.3 mg/100 m1) montre des variations
importantes chez les animaux infectés. Une nette tendance 3
1'augmentation est observée & partir d'une parasitémie de 20 % environ.
Cependant, cette augmentation ne s'est pas avérée statistiquement si-
gnificative (Tableau ‘M- ) certainement parce que 1'échantillon était

peu important.



Fig. r : Influence du plasma de souris impaludée

sur 1'infectivité des gamétocytes de

Plasmodium yoelii nigeriensis.

Sur 1'ordonnée, nous avons représenté le
nombre d'oocystes (par moustique) dénombrés
dans 1'intestin moyen des Anopheles “infestés
sur 1a souris receveuse {(voir texte) ; sur
1'abscisse, figure le nombre de jours aprés
1'impaludation de la souris donneuse de
plasma dont le pouvoir inhibiteur de 1'in-
fectivité gamétocytaire est testé. Le plasma
du jour “0" correspond au plasma témoin de

souris saine.
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Tableau N : Influence du plasma de souris impaludées sur 1'infectivité des gamétocytes de P. yoelii nigeriensis

en fonction du temps écoulé aprés 1'impaludation des souris donneuses.

Parasitémie (%) Nombre de jours Infestation des moustiques : Nombre oocystes/ Nombre de

% inhibition Différence :
de la souris apreés temps (mn) aprés la moustique moustiques de 1'infectivité
donneuse 1'impaludation double inoculation de la positif/
de la souris de la souris nombre de
donneuse receveuse moustiques
disséqués
0 - | 45 | 53 I 43 26/26 0 -

16 3 45 14,5 * 15 12/15 72,6 S (P < 0,01)

58 4 45 0,9t - 6/17 98 S (P < 0,001

46 6 ' 45 0 0/12 100 S (P < 0,01)
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3.4. POUVOIR INHIBITEUR DE L'INFECTIVITE GAMETOCYTAIRE DU SERUM ET DU

PLASMA DES SOURIS IMPALUDEES PAR PLASMODIUM YOELII NIGERIENSIS

Ayant constaté que 1'infectivité gamétocytaire diminue dans
les phases tardives de la maladie expérimentale, nous avons essayé de
mettre en évidence 1'effet inhibiteur de 1'infectivité gamétocytaire
exercé par le sérum (Petit et al., 1982) ou le plasma des souris
impaludées depuis 5 ou 6 jours. Pour cela, nous avons inoculé simul-
tanément par voie intraveineuse dans des souris saines (receveuses) du
sang contenant des gamétocytes infestants provenant d'un animal impaludé
depuis 3 jours, et du sérum ou du plasma de souris impaludée (souris
donneuse) en variant les conditions expérimentales et en testant

1'infectivité pour le moustique des gamétocytes inoculés.

3. 4.1. Influence du temps aprés impaludation de la souris donneuse

Dans ce systéme, le sérum de souris impaludée depuis trois
jours n'inhibe pas 1'infectivité gamétocytaire : 12 moustiques sur 15
infectés 45 mn aprés la double inoculation sont positifs avec 2 & 45
oocystes dans 1'intestin moyen. La parasitémie dans la souris rece-
veuse est de 0,6 % 45 mn aprés la double inoculation et la gamétocy-
témie sur le frottis PO était de 5/104 GR.

Le sérum de souris impaludée depuis quatre jours inhibe par-
tiellement 1'infectivité gamétocytaire : six Anopheles sur 17 sont posi-
tifs avec seulement 2 & 4 oocystes par moustique. La parasitémie chez
la souris receveuse était également de 0,6 % et la gamétocytémie

globale sur le frottis PO était de 5/10% GR.



Tableau 0 : Influence du sérum ou du plasma des souris impaluddes (5&me jour aprés 1'infestation)
sur 1'infectivité gamétocytaire en fonction du temps écoulé entre 1'inoculation du sérum

inhibiteur et 1'infestation des moustiques : résultats cumulés de 3 expériences.

Intervalle entre OQocystes/moustique Nombre de moustiques QOocystes/moustique Nombre de moustiques % inhibition
1'inoculation du souris témoin positifs/nombre souris expérimentale Posififs/nombre . de Différence
sérum inhibiteur et de moustiques de moustiques 1'infectivité
1'infestation des disséqués disséqués
moustiques
45 mn 4,8t 5,5 35/44 0,06 ¥ 0,4 2/80 98,8 * 2,5 S (P < 0,001)
3h 27,41 35 16/20 5,5 *8,7 13/28 79,7 * 12 S (P < 0,001)
yood
7 h 7%4,3 12/12 1,912 33/52 72,4 ¥ 12 S (P < 0,01)
20 h 18,5+ 9,7 29/30 5,9 * 3,5 61/74 68 ¥ 22 S (P < 0,02)
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L'inoculation de sérum de souris impaludée depuis 5 et
6 jours a inhibé complétement l'infectivité gamétocytaire sauf au

cours d'une expérience dans laquelle il n'y a pas eu d'inhibition

chez une des souris (17 £715 oocystes). Les deux souris témoins de

cette derniére expérience, inoculées avec du sérum de souris saine,

ont donné lieu 3 des infestations de 32 ¥ 32 et 6 £ 5,4 oocystes par

moustique. La parasitémie chez les souris témoins (0,7 ¥ 1 %) et

expérimentales, 45 mn aprés 1'inoculation est sensiblement la méme.

Les Anopheles, qui ingérent le sang de souris receveuse ayant

regu du sérum de sour1s 1mpa1udee (depu1s 3 ou 4 Jjours) développent
>wm01ns d'occystes par rapport aux tem01ss (Fxg.r4, Tableau N).VL'infecti-
| vité des gamétocytes chez une souris qui recoit du Plasma de souris impa-
. ludée depuis 3 jours est abaissée de 72,6% par rapport au témoins. Le sérum
provenant de souris infectées depuis 4 jours réduit 1'infectivité
des gamétocytes de 98 %. L'inhibition est totale lorsqu'on inocule
du sérum ou du plasma de souris impaludée depuis 5 ou 6 jours.

L'emploi de plasma ou de sérum ne modifie pas les résultats.

3.4.2. Influence du temps écoulé entre la double inoculation de 1la

souris receveuse et 1'infection des moustiques (Tableau 0)

Les souris qui ont regu le sérum ou plasma a tester provenant
dans tous les cas de souris donneuses infestées depuis cing jours, et
0,1 ml de sang contenant les gamétocytes infestants sont exposées aux
Anopheles 45 mn, 3h, 7 h et 20 h aprés cette double injection. A chaque
expérience, nous avons inoculé des souris témoins avec des gamétocytes

infestants et du sérum ou du plasma de souris saine.
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Dans une éxpérience, deux souris témoins et deux souris expé-
riméntales sont présentées aux Anopheles 45 mn et 20 h aprés 1'inocula-
tion de  sérum inhibiteur et de sang parasité. Aucun occyste ne
se développe chez les moustiques gavés 45 mn aprés la double injection
des souris expérimentales ; par contre, les moustiques qui ont ingéré
du sang des souris témoins sont tous positifs. Les moustiques gavés
20 h aprés la double injection sur les souris témoins montraient
19 ¥ 19,4 et 8,5 * 8 oocystes/moustique et sur les souris expérimentales
montraient 8,9 * 4,5 et 5 * 4,7 oocystes/moustique.

Pendant les délais intermédiaires, plus de 45 minutes et moins
de 20 heures aprés la double inoculation, nous avons observé que

1'infectivité gamétocytaire demeure inhibée jusqu'a la 7&me heure.



Tableau p : Effet du sérum de souris

immunisée contre P. yoelii nigeriensis sur 1'infectivité des

gamétocytes de la méme espéce.

Intervalle entre Oocystes/moustique Nombre de moustiques | Oocystes/moustique | Nombre de moustiques | % Inhibition
1'inoculation du sérum souris témoin positifs/nombre souris positifs/nombre de
“immunisé" et de moustiques expérimentale . de moustiques 1'infectivité
1'infestation disséqués disséqués !
des moustiques
40 mn 1,311 8/12 0 0/9 100
1h 29 t 22 6/6 0 0/12 100
15 h 40,5 * 37 10/10 4%3 9/11 90
20 h 25,3 17 11/11 0 0/15 100
23 h 40 ¥ 35 4/4 2,31 2,3 9/12 94
24 h 16 * 26,8 6/10 0,2t0,4 2/11 98




3.5, NATURE DES FACTEURS SERIQUES OU PLASMATIQUE

Ayant mis en évidence 1'effet inhibiteur du sérum et du plasma
de souris impaludées sur 1' infectivité des gamétocytes de P. yoelii
nigeriensis, nous avons voulu connaitre la nature du facteur ou des
facteurs pouvant 1'expliquer.

Une des premiéres questions qui se pose est la suivante :
le(s) facteur(s) inhibiteur(s) est (sont)-i1(s) de nature immunologique ?
= Pour y répondre, en travaillant sur le méme modéle, nous avons
testé le pouvoir inhibiteur du sérum de souris immunisée contre la méme

espéce. Puis nous avons é&tudié 1'évolution de 1'infectivité gamétocytaire

lorsque les gamétocytes infestants de P.yoelii nigeriensis étaient trans-

férés chez des souris guéries d'une infection & P. chabaudi.

3.5.1. Effet du sérum et du plasma de souris immunisée contre Plasmcdium

yoelii nigeriensis

Cette expérience ‘(Tableau p) a été réalisée avec du sérum
et du plasma de souris immunisée .

L'effet du sérum et du plasma des souris <{mmunisées a été
testé 40 mn, 20 h et 24 h aprés la double injection.

Le sérum de souris immunisée contre P. yoelii nigeriensis

s'est avéré totalement inhibiteur de 1'infectivité gamétocytaire pour

les moustiques infestés 40 mn et 20 h aprés la double inoculation
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Tableau & : L'infectivité gamétocytaire de P. yoelii nigeriensis transférés chez des souris
“hmnunisées*‘contre cette souche (inoculum :

Intervalle entre
1'inoculation du

Oocystes/moustique

(contrdle-inoculum)

Nombre de moustiques
positifs/nombre de

Oocystes/moustique

souris “immunisée’

Nombre de moustiques
positifs/nombre de

Parasitémie (%)

de souris :

sang parasité et mous t1ques ' moustiques
1'infestation disséqués disséqués “non immunisée”] “immunisée
des moustiques {contrdle-inoculum)
40 mn 1,3t0,1 8/12 0 0/10 1,6 1,4
1h 29 t 22 6/6 | 0 0/10 2,3 1
15 h 40,5 * 37 10/10 0 0/10 3,8 0,06
20 h 25,31 17 /1 0 0/10 8,4 0,01
23 h 40 t 35 4/4 0 d/lo 9 0,05
24 h 16 1 26,8 6/10 0 0/10 16 0
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(Tableau p) . Le Tot de moustiques infestés 24 h apres la double
inoculation s'est avéré faiblement positif.

Nous pouvons ajouter ici que le sérum de souris ‘immunisée
qui a donc inhibé 1'infectivité gamétocytaire n'a pas complétement
empéché 1'évolution de 1'infection chez les souris receveuses qui
montraient une parasitémie de 30 a 35 % vers le 5&me ou 6&me jour et qui
pourtaﬁﬁtgﬁé};;ent plus tard. Par contre, les souris témcins sont mcrtes.

Au cours d'une autre expérience, le plasma de souris _immuni-
sées ~a été inoculé a la place du sérum. Le plasma de souris _immunisée
a inhibé 1'infectivité gamétocytaire a partir de la lére heure aprés Ia-A
double inoculaiton, et cette inhibition demeure importante jusqu'a
23 h plus tard '(Tableau P).

L'injection de pTasma de souris .immunisée a également exercé
un effet net sur 1'dvolution de la maladie expérimentale : Tes souris

ayant recu ce plasma ont survécu & 1'infection et les souris inoculées

avec du plasma sain sont mortes au 5eme jour.

Nous avons également inoculé deux souris immunisées contre

P. yoelii nigeriensis, c'est-a-dire qui avaient survécu a 1'infection,

avec des gamétocytes de cette espéce. Les Anopheles, nourris sur ces
animaux a intervalles variés (40 mn, 1 h, 15 h, 20 h, 23 h et 24 h

aprés 1'inoculation du sang avec des gamétocytes de P. yoelii nige-

riensis) ne se sont pas infestés. Aucune infectivité gamétocytaire

n'a été observée chez les moustiques jusqu'a la fin de notre expérience.
Les parasitémies et les gamétocytémies ont été analysées simultanément
lors de 1'infestation des moustiques et elles étaient trés faibles

(tableau Q ) chez ces animaux qui ont survécu a cette réinfection.



Tableau R : Evolution de 1'infectivité des gamétocytes infestants

de Plasmodium yoelii nigeriensis transférés chez deux

souris guéries d'un paludisme & P. chabaudi %

Temps écoulé aprés Oocystes/moustique
le transfert des
gamétocytes
48 h 62 * 31
72 h - 186 ¥ 17
120 h 0




67

3.5.2. Evolution de 1'infectivité des gamétocytes de Plasmodium yoelii

nigeriensis chez des souris immunisées contre P. chabaudi

Deux souris - immunisées contre Plasmodium chabaudi ont &té

inoculées avec du sang parasité par P. yoelii nigeriensis. Les moustiques

nourris sur ces animaux le 3&me jour, le 4éme jour et le 5éme jour
aprés 1'infection (tableau R ) se sont infectés normalement, 1'infec-
tivité étant maximale le 3éme jour, devenant presque nulle le 5éme jour.
Treize jours plus tard, une souris saine mise au contact avec les

moustiques infestés le 3&me jour s'est infestée normalement.
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4. DISCUSSICN

Le paludisme est sans doute 1'une des infections parasitaires
les plus étudiées. Dans le passé, on a vu que cette maladie pourrait
8tre éradiquée par 1'épandage d'insecticides actifs contre les mousti-
ques et par traitement des impaludés avec de nouvelles drogues syn-
thétiques. Mais les moustiques qui transmettent 1'infection ont vite
acquis une résistance aux pesticides et des souches de plasmodium

sont devenues résistantes aux antipaludiques.

La présence de gamétocytes dans le sang périphérique, Tleur
infectivité vis-a-vis des moustiques et la prévalence de 1'infection
chez les Anopheles constituent les principaux facteurs pour 1'infes-

tation palustre de 1'hdte vertébré.

La production de gamétocytes, leur maturation et leur longé-
vité dans la circulationsanguine périphérique varient selon 1'espéce

de Plasmodium et la nature de 1'infection.

Dans ce travail, nous avons tenté d'élucider les points
suivants :

a) Comment expliquer, malgré la présence de nombreux gaméto-
cytes dans le sang périphérique au cours de certaines périodes, la
non-infection de moustiques susceptibies ?

b) Quelle est 1'évolution de la gamétocytoge€nése et de
1'infectivité gamétocytaire chez les deux espéces étudiées ?

c) Quels sont les rapports entre la variation de 1'infecti-
vité gamétocytaire et 1' évolution de 1'exflagellation et de la para-

sitémie au cours de 1'infection ?
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d) Les variations morphologiques des gamétocytes entrainent-elles
des changements dans leur physiologie ?

e) Quels sont les facteurs dépendants du parasite et de
1'hote qui peuvent expliquer les variations de 1'infectivité gaméto-

cytaire ?

4.1. Origine exo-érytrocytaire des gamétocytes

Nous avons abordé au départ le probléme de 1'origine de
gamétocytes. Nous avons voulu savoir si les gamétocytes de P. yoelii
nigeriensis peuvent se développer directement 3 partir de mérozoites d'ori-
gine exo-érythrocytaire. L'examen de ponctions cardiaques pratiquées chez
la souris a différents intervalles a montré que des parasites sont
décelés dans le sang a partir de la 43e heure suivant 1'inoculation

intraveineuse de sporozoites de P. berghei yoelii (souche 17 x) (LANDAU

et KELLICK~-KENDRICK, 1966). A partir de ce moment, des schizontes

tissulaires éclatent et relarguent des mérozoites dans le sang.

Lors de l'inoculation intraveineuse de sporozoites de P. B, yoelii

(souche 17 x), KILLICK-KENDRICK et WARREN (1968) observent des microgaméto-
cytes matures 74 h aprés l'infestation. Alors, les moustiques infestés ont

développé un grand nombre d'oocystes.

Dans notre expérience, les souris ont é&té infestées par piclre. Nos
souris ont été exposées aux moustiques durant 7 h. Nous ne pouvons donc pas
préciser le moment exact de leur infestation. Cependant les premiers

gamétocytes ont été obLservés 40 & 47 heures plus tard sur les
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frottis sanguins (PM) devenant infestants 70 & 77 h aprés 1l'in=-
festation de souris c'est-da-dire 30 heures environ aprés les
premigres ruptures de schizontes hépatiques. Trois seulement des

10 moustiques ont été trouvés infestés, le nombre d'oocystes allant

de 26 a 300. Deux autres expériences ont fourni des résultats néga-

tifs vraisemblablement parce que le nombre de sporozoites transmis

aux souris était inférieur a celui de 1'expérience précédente. Dans

la 3éme expérience, des gamétocytes infestants ont été démontrés,

92 h aprés 1'infection par des sporozoites. Dans ce cas, 2 moustiques
sur 11 se sont avérés infestés avec 2 a 4 oocystes.

KILLICK-KENDRICK et WARREN (1968) ont calculé que si les
gamétocytes proviennent uniquement de schizontes sanguins, la période
minimale nécessaire a leur maturation dans le sang doit &tre 43 + 24 +
24 = 91 h (43 h de schizogonie hépatique. ; 24 h pour la premiére
schizogonie érythrocytaire ; 24 h supplémentaires minimum pour la

maturation des gamétocytes).

Le temps de maturation minimum de P. yoelii nigeriensis dans le

foie de souris blanches est de 43 h. Trente six heures aprés l'infestation,
le parasite occupe entiéremént les cellules hépatiques de rats blancs
(LANDAU et BOULARD, 1978). Dans notre expérience, 40 3 60 h aprés
1'infestation des souris, Tes moustiques ne se sont pas infestés.

Lorsque nous infestons des animaux avec du sang parasité congelé,

nous constatons 1'apparition des premiers gamétocytes infestants 30 h

aprés 1'inoculation. Le délai minimum donc, pour pouvoir affirmer

que les gamétocytes sont d'origine érythrocytaire, est de 43 + 24 + 30 =

97 h ; plus tdt i1 faut admettre qu'ils sont d'origine exo-érythrocytaire.
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D'aprés notre premiére expérience, nous pouvons affirmer
gue des mérozoTtes produits par la schizogonie exo-érythrocytaire chez

P. yoelii nigeriensis ont évolué directement en formes sexuées. LANDAU

et al. (1979) ont montré que les gamétocytes de P. yoelii nigeriensis

(souche 17 x) sont susceptibles d'infester le moustique 70-72 h apres
1'inoculation des sporozoTtes. Ils soulignent également la présence
d'un gamétocyte de type III, 78 heures aprés 1'inoculation des sporo-

zoTtes, c'est-a-dire 35 heures environ aprés la rupture des premiers

schizontes hépatiques.Selon ces auteurs, les gamétocytes de type III
ne seraient pas (ou peu) infectieux pour Tles moustiques.

Nous n'avons pas injacté les sporozoites par voie intraveineuse
ce qui constitue un moyen efficace de provoquer des infestations im-
portantes. Toutefois, i1 faut rappeler que la simple piqlire d'un

Aedes aeqyotibeut infester plus de 85 % d'une population de poulets

et des piglires répétées permettent d'obtenir une infestation a 100 %
(RUSSEL et MOHAN, 1942 ; COATNEY et al., 1945: ). Cependant, les piqlres
de moustiques peuvent ne pas &tre toujours infectieuses, méme lorsque
des sprozoites matures sont présents dans les glandes salivaires
(LAIRD, 1941). Il n'est pas facile de quantifier le taux de sporozoites
recus par 1'h0te (FINK, 1968). Cet auteur utilisant le modéle

P. cathemerium a démontré que 1'infection intraveineuse de 250 sporozoites

par oiseau permet une infestation & 100 %. En ce qui concerne la malaria

aviaire (P. cathemerium et P. gallinaceum), plusieurs auteurs (SHAH,

1934 ; GAMBREL, 1937 ; BISHOP, 1955) ont remarqué 1'apparition simultanée
de gamétocytes et de formes asexuées dans le sang des oiseaux expérimen~
talement infestés, mais le délai d'apparition des formes sexuées n'a pas

été précisé.
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L'infectivité des sporozoTtes est généralement évaluée par leur
faculté pour se développer dans un hdte sensible (VANDERBERG et
GWADZ, 1980). Ces auteurs ont aussi indiqué que dans une méme popu-
lation, il existe des sporozoites présentant vraisemblablement diffé-
rents degrés d'infectivité. Un fort inoculum de sporozoites peut donc
augmenter le degré de 1'infection (BOYD, 1940) et sera suivi d'une
parasitémie importante plus facilement et plus rapidement observable
(VANDERBERG et GWADZ, 1980). I1 semblerait que la mort de souris a J7,
gue nous avons enregistrée fréquemment, au lieu d'1 & J10 ou & J12,

cours de 1'entretien de P. y. nigeriensis par piqlire, soit due au

passage d'une quantité trop massive de sporozoites.

4.2. Variations de 1'infectivité des gamétocytes de P. yoelii

nigeriensis au cours de la maladie expérimentale

La chronobiologie de la gamétocytogénése et les variations de

1'infectivité des gamétocytes de P. yoelii nigeriensis observées au

cours de trois expériences semblables ont été analogues (Tableau C ;
Fig. d, e). Bien que la dose d'inoculation ait varié, 1'infectivité
maximale a toujours été enregistrée 66 a 90 h aprés 1'infestation.

VANDERBERG et al. (1968) et VANDERBERG (1977) avaient infesté

par voie i.p. des hamsters avec du sang parasité par la souche NIX-GS

de P. berghei et Tes infections de moustiques les plus satisfaisantes

avaient été obtenues lors des repas sanguins réalisés 3 et 4 jours apres
1'inoculation. Nos expériences ont permis d'apprécier encore plus

précisément 1'infectivité des gamétocytes en fonction du temps. Celle-ci

a débuté simultanément avec 1'apparition des formes sexuées dans le
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sang périphérique (& 27 heures, 1'infectivité était nulle et les
frottis PO et PM ne montraient pas de gamétocytes) ; si 1'infectivité
a démarré un peu plus précocément dans les expériences 2 et 3, elle

a décliné habituellement dans les 3 cas aprés 90 heures. Ces résultats

sont comparables & ceux reportés par LANDAU et al. (1979) selon les-

quels, lorsqu'un fort inoculum de sang parasité par P. yoelii nigeriensis

est injecté, 1'infectivité est maximale pendant 3 jours, puis décline
rapidement. De son cOté, VANDERBERG et GWADZ (1980) ont rapporté

qu'il est préférable d'infecter les rongeurs avec un inoculum relative-
ment fort de parasites de maniére a obtenir une gamétocytémie élevée

le plus tdt possible, avant le déclin de 1'infectivité.

Nos résultats confirment donc ceux de ces auteurs mais précisent
en plus qu'ils sont valables dans une trés large gamme de doses d'ino-
culation.

L'infectivité gamétocytaire était presque nulle lorsque la
parasitémie était de 16 % et de 22 % respectivement dans les expériences
let2; pdur une parasitémie équivalente une infectivité élevée a été
obtenue dans la troisigme expérience (Fig. d, e). Ces résultats sugge-
rent que la variation d'infectivité ne dépend pas seulement du niveau
de parasitémie.

Comme LANDAU et al. (1979)et CAMPBELL et al. (1982), nous
trouvons aussi que 1'infectivité ne coincide pas avec la quantité
de gamétocytes présents dans le sang, mais plutdt avec la qualité de

ces gamétocytes.

4.3. Variations de la morphologie des gamétocytes

LANDAU et al. (1979) ont étudié 1a morphologie des microgamé-
tocytes et observé que la chute d'infectivité gamétocytaire coincidait

avec 1'augmentation du nombre de gamétocytes altérés. Ces auteurs ont
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décrit 5 types de microgamétocytes (jeune, 0, I, II et III). Quand

un grand nombre de gamétocytes types 0 et I étaient présents, ils
observaient une haute infectivité, résultat que nous avons confirmé.

Le taux de gamétocytes dans le sang dépendait, lors de ces expériences,
du type d'inoculation, de 1'intensité de 1'infection, de la souche
palustre et du rongeur. Ces différents types de gamétocytes ont été
observés par DEI-CAS et al. (1980) chez le singe infecté avec

Plasmodium inui. Avant cela, HAWKING et al. (1971) en étudiant la ga-

métocytogenese chez le singe Aotus avaient classé les gamétocytes

de P. falciparum en 5 stades selon la forme des parasites et des

érythrocytes hbtes. Ils avaient conclu que ces gamétocytes évoluaient

vers la maturité en 48 heures et qu'ils dégénéraient ensuite rapidement.

Une séquence de différenciation morphologique comparable a
ensuite été retrouvée lors du développement des gamétocytes de

P. falciparum in vitro (SMALLEY, 1976 ; JENSEN, 1979 ; CARTER et MILLER,

1979). SINDEN (1982) en a étudié l'ultrastructure.
I1 a été suggéré que les souris infectées par P. berghei,

P. chabaudi et P. yoelii yoelii (souche 17 x) pouvaient traverser des

périodes de défense réduite, induites par la maladie, qui correspondent
avec un engorgement maximal des moustiques et avec les périodes d'in-
fectivité maximale des gamétocytes (DAY et EDMAN, 1983). Dans nos ex-
périences, nous n'avons pas obtenu d'engorgement important des mousti-
ques quand ils ont piqué des souris hautement infectées par P. .yoelii
nigeriensis et montrant une haute gamétocytémie et une baisse de réac-
tivité face aux Anopheles. C'est d'ailleurs la raison pour laquelle,

dans certaines expériences, nous n'avons pas pu préparer de frottis a
partir des estomacs de moustiques (Tableau C, expérience 3). Par ailleurs

a2 1'inverse des résultats rapportés par DAY et EDMAN, la période de
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période d'infectivité maximale des gamétocytes de P. yoelii nigeriensis.

L'infectivité, par contre, a été étroitement corrélée avec la présence,

mais pas nécessairement avec 1'abondance de microgamétocytes (CAMPBELL

et al., 1982). Dans nos expériences, nous avons observé une décroissance

de la proportion de formes sexuées lors de 1'évolution de la parasitémie
(Fig. f).

La densité globale en gamétocytes différait peu entre les
frottis de sang périphérique (PO) et de sang d'estoma d'Anopheles (PM).
Lors de 1'étude morphologique des microgamétocytes, nous avons observé
que les formes jeunes (0,I) étaient proportionnellement plus nombreuses
dans les périodes précoces (Fig. h, Tableau D). D'autre part, nous
avons rarement observé des macrogamétocytes dans les frottis (PO et PM)
réalisés 74 h aprés infection (fableau D). Au contraire, au méme moment,
le nombre de microgamétocytes avait augmenté. De ceci pourrait résulter
une plus faible probabilité de fécondation, ce qui pourrait &tre une
des causes de la perte d'infectivité observée.

Nous avons également essayé de suivre 1'évolution morphologique
des gamétocytes a 1'échelon ultrastructural, mais il ne nous a pas été
possible de rapporter les images observées aux types morphologiques
décrits en microscopie photonique et ceci essentiellement parce que
d'une part,les divers types coexistent dans les prélevements et,
d'autre part, les critéres de différenciation sur frottis (essentielle
ment taille et colorabilité) ne peuvent pas étre appréciés en ultra-
structure.

En ce qui concerne les différences ultrastructurales entre

macro et microgamétocytes de P. yoelii nigeriensis, les ribosomes, le

réticulum endoplasmique, les mitochondries et le noyau ont fourni a

SINDEN et al. (1976) des critéres distinctifs qui ont d'ailleurs été
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utilisés pour d'autres Hemosporidies (AIKAWA et al., 1969 ; DESSER,
1972 ; STERLING, 1972 ; STERLING et AIKAWA, 1973 ; AIKAWA et SEED,
1980). Nous n'avons observé le complexe membranaire interne que chez

le microgamétocyte de P. yoelii nigeriensis et il était toujours

discontinu ; ce résultat avait également été rapporté par SINDEN
et al. (1982).

Le macrogamétocyte posséde un abondant réticulum endoplas-
mique situé prés du noyau ou dans la périphérie cytoplasmique avec
de nombreux ribosomes, ceci suggérant une capacité considérable pour
Ta synthése protéique (SINDEN, 1982). Nous avons observé des groupes
de corps osmiophiles et de mitochondries. Ces mitochondries groupées
pourraient correspondre & ce que SLOMIANNY (1982) décrit comme une
mitochondrie unique multilobée. D'autre part, nous nous interrogeons
sur la signification des mitochondries en cours de transformation
vacuolaire, observées dans des stades gamétocytaires vraisemblablement
tardifs : i1 pourrait s'agir de gamétocytes de type III.

Les microgamétocytes contiennent peu de ribosomes par rapport
aux macrogamétocytes, ce qui pourrait correspondre & une capacité ré-
duite de synthese protéique. Nous avons en outre observé des variations
dans la richesse en polyribosomes chez les microgamétocytes. Les formes
les plus riches pourraient &tre les plus jeunes ; les formes les plus
pauvres en polyribosomes, plus nombreuses vers le 5&me jour (Fig. 22),
pourraient correspondre aux microgamétocytes de type III de LANDAU
et al. (1979) moins infectieux pour le moustique.

Nous avons également observé que les enroulements membranaires
sont plus fréquents dans les gamétocytes vers le 5éme jour aprés 1'in-
festation. De telles images ont été observées par TADASUKE ONO et al.

(1983) dans le cytoplasme d'érythrocytes infectés par des gamétocytes
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immatures de P. falciparum aprés traitement par 1'AMP cyclique

in vitro. Ces auteurs suggérent que 1'apparition de ces structures
était 1iée a 1§.présence du parasite et qu'elles dérivaient de la
membrane plasmique de 1'hématie. SINDEN et al. (1978) ont décrit ces
enroulements membranaires et suggérent qu'ils dérivent de la membrane
de la vacuole parasitophore.

Le role des corps osmiophiles observés dans le cytoplasme
des deux types de gamétocyte est inconnu.

L'enveloppe nucléaire des micro et macrogamétocytes est
munie de pores complexes contenant des structures tubulaires rangées
autour d'un élément central (Fig. 6, 10) bien décrit par VIVIER (1967)
chez les grégarines et les coccidies et par SINDEN et al. (1976) chez

P. yoelii nigeriensis.

Le cytostome est présent chez les macro et microgamétocytes
(AIKAWA, 1969b ; AIKAWA et GORDON, 1968 ; *RUDZINSKA et TRAGER, 1968)

quel que soit -leurvstade—évolutif.

4.4. Variations de 1'exflagellation et de 1'ookineto-formation

chez P. yoelii nigeriensis

L'observation morphologique des gamétocytes ne permet pas de
préjuger de leur capacité a exflageller ou & former des ookinétes.
Une autre méthode a donc été utilisée visant & apprécier le pouvoir
infectant du sang parasité ingéré par les moustiques. En effet, 1'ap=: .
parition de gamétocytes dans le sang n'est pas un critére absolu d'in-
fectivité (VANDERBERG et GWADZ, 1980) ; selon ces auteurs, les gamé-
tocytes doivent traverser une période complémentaire de développement
avant d'atteindre la maturité fonctionnelle qui peut &tre mesurée, soit
par 1'infectivité des gamétocytes pour les moustiques, comme nous 1'avons

rapporté, soit par la capacité des microgamétocytes pour “exflageller".
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Nous avons donc également évalué ce paramétre au cours de nos
expériences et constaté qu'en général le taux maximum d'exflagellation
coincidait avec le maximum d'oocytes comptés ultérieurement sur les

_parois intestinales des Anopheles.

Sur la base de 1'étude du taux d'exflagellation, HAWKING et al.
(1972) déduisent que la variation du nombre d'exflagellations est

directement 1iée au nombre total de gamétocytes mdles présents dans

le sang. Cependant, avec différents inoculum, nous avons observé le
méme pic d'exflagellation 66 heures aprés 1'infection ; & 1'exception
d'un cas (inoculum : 27 x 103 GRP ; Fig. 1 ; Tableau G) ol le taux
d'exflagellation était maximum 3166 heures, alors que 1'infectivité
1'était & 48 heures aprés 1'infection. La présence de microgamétocytes
capables d'exflageller est donc un indicateur utile de 1'infectivité
mais ce n'est pas un critére absolu. De plus, 1'incapacité a  ex-
flageller expérimentalement ne signifie pas nécessairement une non-
infectivité (VANDERBERG et GWADZ, 1980). Ainsi, nous n'avons jamais
observé d'exflagellation 1 heure aprés 1'inoculation de 60 x 106 GRP
(Tableaux ©,P) alors qu'il existait une faible infectivité. I1 semble
peu probable que la forte densité en globules rouges ait caché les
exflagellations intervenant dans ces préparations.

La proportion de microgamétocytes qui exflagellent le plus
précocément est plus importante lorsque 1'infectivité est plus élevée.
Ces microgamétocytes qui sont donc capables de féconder sont remplacés
vers le 5eme jour par d'autres qui commencent & exflageller plus

tardivement et qui seraient moins efficaces. Mais ces observations

préliminaires méritent d'étre précisées et approfondies.
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Nos observations préliminaires "sur la formation des
ookinétes en paralléle avec 1'infectivité gamétocytaire suggérent
1'existence de différences dans la proportion de types morphologiques
des ookinétes produits lors des repas sanguins pris 3 ou 5 jours aprés
1'infection. I1 est ainsi possible que les ookinétes formés & 5 jours
soient moins capables de  -devenir en oocystes. Les facteurs inter-
venant dans la transformation des ookinétes sont encore mal connus.
ROSALES-RONQUIZZO et SILVERMAN (1974) ont étudié in vitro les facteurs
externes (température, pH) influengant la formation des ookingtes.

ROSENBERG et KOONTZ (1984) ont indiqué qu'un facteur érythrocytaire

était essentiel pour 1'infectivité des zygotes pour Aedes aegypti :

ils ont montré que les zygotes de P. gallinaceum produits in vitro

et implantés dans les moustiques par gavage de ceux-ci, a travers une
membrane, ne formaient des oocystes que si une substance issue des
cytoplasmes des hématies saines était présente. Il se peut que ce
produit soit nécessaire pour la pénétration de 1'épithélium (GARNHAM
et al., 1962) par les ookingtes.

Ces résultats sont trés intéressants. En effet, pour savoir
dans quelle mesure les différences d'infectivité constatées par nos
tests au long de ce travail et par d'autres auteurs sont liées a des
changements subis par les gamétocytes, du taux de fécondation ou dans
1'évolution des zygotes, il faudrait poursuivre nos travaux en évaluant
en cinétique au cours de la maladie expérimentale le taux de syngamies

et d'ookinéto~formation. L'incidence du taux d'hématies saines n'est

pas en contradiction avec nos résultats : 1'infectivité plus forte
au début d'infection correspond a une plus grande proportion d'hématies
saines et 1'infectivité gamétocytaire plus faible en fin d'infection

a une proportion tres réduite d'hématies saines résultant de 1'anémie
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palustre, = que nous. avons quantifiée (Fig. N). En somme,
et selon nos propres résultats, le pic d'infectivité correspond a
un taux de 6 x 106 érythrocytes/mm3 dont 1 x 108 GR/mm3 sont
parasités et la chute de 1'infectivité correspond a un taux de

2,5 x 10 érythrocytes/mm3, donc 5 x 10° GR/mm3 sont parasités.

4.5. Les gamétocytes de P. knowlesi

Chez le singe Macaca fascicularis (splénectomisé et non

splénectomisé), infesté avec P. knowlesi, 1'infectivité maximale est .
accompagnée du maximum de rendement de la gamétocytogenése; celle-ci-était
évaluée par le rapport formes sexuées/asexuées.

Un rythme nycthéméral trés marqué existe chez P. knowlesi chez

le singe splénectomisé. Les schizontes se divisent constamment a midi.

Nos résultats concernant P. knowlesi chez M. fascicularis correspondent
& ceux obtenus par HAWKING et al. (1968) chez M. rhesus. HAWKING et al.
(1966) ont démontré que les gamétocytes sont plus infestants pendant

la nuit. HAWKING et al. (1968, 71 et 72) ont montré que la vie des ga-

métocytes de trois espéces (P. knowlesi, P. cynomolqgi, P. falciparum,

P. vinkei, P. chabaudi) est courte. GARNHAM et POWERS (1974) ont

confirmé les résultats de HAWKING et al. Chez P. inui, 1'infectivité
accompagne un premier pic de gamétocytes puis elle tombe malgré 1'aug-
mentation de la gamétocytémie associée a 1'augmentation globale de la

parasitémie (DEI-CAS et al., 1980). Contrairement a ces résultats,

chez P. knowlesi, la principale vague gamétocytaire accompagne le pic
maximum d'infectivité. Ensuite, la production de gamétocytes diminue

avec 1'infectivité. Les gamétocytes de P. knowlesi sont morphologiquement
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trés différents de ceux de P. yoelii nigeriensis et la concentration

de formes jeunes dans 1'intestin moyen du moustique (signalé pour

P. yoelii nigeriensis et pour P. inui) ne semble pas avoir lieu. La

morphologie des gamétocytes de P. knowlesi correspond a celle du groupe
"malariae” proposé par LANDAU et al. (1976). Au niveau ultrastructural,
les gamétocytes sont rares. Les mitochondries des gamétocytes de

P. knowlesi avec leurs vésicules et leurs ébauches de crétes sont assez

différentes de ceux de P. yoelii nigeriensis.

La défaillance rénale, de cause circulatoire, toxique ou
immunologique, qui accompagne trés certainement 1'évolution des formes
graves de paludisme pourrait expliquer 1'incapacité de cet organe a
compenser 1'acidose que nous avons retrouvée. Une acidose métabolique

a aussi récemment été décrite lors du paludisme P.voelii voelii (17 X)

chez la souris au cours de la phase terminale (KRISHNA et al., 1983).

Le paludisme entraine chez la souris, lorsque la parasitémie
dépasse 20 % environ , une acidose importante. Celle-ci semble &tre
mixte : elle a une composante respiratoire puisque le PCO» augmente
considérablement, mais aussi métabolique car la lacticidémie et la
concentration plasmatique d'autres acides organiques (MAUROIS et al.,
résultats non publiés) augmentent aussi. Ces changements sont sans
doute en rapport avec 1'anoxie tissulaire, conséquence elle-méme de
1'anémie importante (chapitre 3.2.1.5)mais trés probablement aussi
des troubles au niveaude 1'unité circulatoire périphérique rapportés
chez plusieurs PLasmodium.

La physiologie du paludisme nous apparait d'une extréme

complexité. Des études conduites dans notre laboratoire depuis plusieurs
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années ont permis de mettre en évidence des perturbations remarquables

du métabolisme lipidique chez la souris (MAUROIS et al., 1980), le

singe et 1'homme (MAUROIS et al., 1979 ; VERNES et al., 1980)

impaludés;. Quelques unes de ces modifications entrainent en consé-
quences hématologiques avec expression morphologique (MAUROIS et al., 1983)
et il serait surprenant que les gamétocytes et peut-&tee d'autres stades du
éycle de Plasmodium chez 1'héte vertébré ne soient pas influencés par des

changements aussi remarquables.

IT est certain que le milieu intérieur de la souris impaludée
est profondément perturbé lorsque la parasitémie est élevée vers le
5éme ou 6&me jour aprés infection transfusionnelle chez P, yoeliji
nigeriensis. Alors, sans qu'on puisse établir un rapport de cause a
effet, 1'infectivité gamétocytaire devient trés faible.

Des substances d'origine parasitaire ou xénique induites par
la maladie et libérées dans la circulation pourraient affecter 1'infec-
tivité des gamétocytes. L'acidose que nous venons de décrire et caracté-

riser pourrait &tre en rapport avec la perte d'infectivité gamétocytaire s
d'autres facteurs comme le pigment paludique (1'hématine), les pertur-

bations lipidiques et 1'action des mécanismes de défense non spécifiques

et spécifiques(Chapitre 3.5)pourraient aussi jouer un rdle non négligeable.

4.7. Influence de facteurs sériques et plasmatiques

Le manque d'un facteur ou des facteurs plasmatiques associé avec les

fortes parasitemies suite a 1'infection mécanique avec P. gallinaceum,

P. berghei ou P, know1est pourrait etre responsable d'une infectivité gamé-
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tocytaire réduite, soit parce que les gametocytes subissent un dommage irre-
versible dans le sang circulant (CARTER et GWADZ, I1980), soit parce qu'ils
ne peuvent pas évoluer nérmalement gprés l'ingestion par les moustiques. Le
sang dont plus de la moitié d'hématies sont parasitées pourrait subir la ca-
rence relative de substances essentielles pour permettre un maximum d'infec.
fivité gamétocytaire (CANTRELL et JORDAN, 1946 ; EYLES, 1952). Les auteurs
ont aussi rapporté que ce sang constitue probablement la source principale
de protéines et d'autres substances nécessaires aux gamétes, aux ockinetes et

aux oocystes.

D' aprés les resultat rapportés par LANDAU et al (I979) le transfert

passif de gamétocytes non infestants de P. yoelii nigeriensis chez la souris

saine entraine la récuparation de leur infectivité: i1 n'est donc pas possi-' .

ble de parler d' "irreversible damage" (CARTER et GWADZ, 1980) a la lumiére

de ces faits.

PETIT et al.(1982) ont rapporté que la perte d'infectivité gamétocy-
taire pourrait depéndre d'un facteur sérique. Le sérum de souris infectées

depuis 5 jours avec P, yoelii nigeriensis a déterminé une inhibition imme-

diate de 1'infectivité gamétocytaire. Nos resultats confirment ces observa-
tions preliminaires et précisent que 1'effet inhibiteur du sérum demeure

actif jusqu' a 20 heurs aprés 1'inoculation,

CARTER et GWADZ {1980) signalent que le délai de-5 jours, aprés l'in-
fection teansfusionnelle des souris, est trop court pour qu'il y ait la-~for-

mation d'anticorps pouvant expliquer la perte d'infectivité gamétocytaire mais



oy

84

d'autres facteurs non-anticorps comme des protéines inflammatoires, ou la
fibronectine pourraient influencer la physiologie des gamétocytes. Des ré-
sultats préliminaires d'expériences récents que nous avons réalisées sont
en faveur de l'existence d'une protéine inflammatoire "CRP-Like" de souris

capable, dans notre modéle, d'inhiber l'infééiivité des gamétocytes.

Nous avons observé que 1'infectivité gamétocytaire de P. yoelii

nigeriensis est significativement inhibée par le sérum d'animaux qui ont

survecu & 1'infestation (Tableau P). Les moustiques qui ont ingeré le sang
de ces souris ' guéries ne se sont pas non plus infestés, Une absence
totale d'oocystes a été remarquée dans 1'intestin 1 moyen de moustiques
infgstés 45 minutes, 1 h, 15 h et 20 h aprés 1'inoculation du sérum inhibi-
teur et ceci malgré la presénce de damétocytes sur les frottis. HUFF, MARCH-
BANK et SHIROISHI (1958) ont proposé que probablement 1'immunité active
developpée par 1‘h8£e vertebré entraine une réduction de 1'infectivité des
gamétocytes. BISHOP et MCCONNACHIE (1956; 1960) démontrent que le plasma

provenant de poulets immunisés contre P. gallinaceum n'a aucun effet sur

1'exflagellation. L'inhibition de 1'infectivité gamétocytaire par le sérum
d'animaux ‘guéris qui immunisent activement (une injection mensuelle
pendant 1 année) est sans doute due d@ la reponse humorale. Bien que dans la
presente contribution nous n'avons pas caracterisé les anticorps responsables
ni leur capacité 4 reconnaltre des antigénes paludiques, il semble trés
probable que 1'effet inhibiteur du sérum soit la conséquence de facteurs

immunologiques.

La frappante spécificité d'espéke du sérum inhibiteur provenant

d'animaux immunisés est un argument de poids en faveur de 1a nature immuno-

logique de ce facteur.
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D'autres &tudes sur P. gallinaceum, P. yoelii nigeriensis et P. know-

lesi ( GWADZ, 1976; CARTER et CHEN, 1976; MENDIS et TARGETT, 1979; GWADZ et
GREEN, 1978; CARTER et GWADZ, 1980) ont demontré une inhibition du taux
d'infection des moustiques gorgéssur des animaux immunisés activement aupara-

vant contre les gamétes des espéces correspondantes.
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- 5._CONCLUSIONS
Les réponses que nous pouvons apporter a partir de nos résultats aux
problémes que pose la variation de l'infectivité des gamétocytes de mammiféres

sont les suivantes :

1. Chez P.yoelii nigeriensis une premiere vague de gamétocytes infestants se

développe directement a partir des cryptozoites ;

2. Aprés l'inoculation de sang parasité par P.yoelii nigeriensis 1'efficacité

du processus de gamétocytogénédse et 1'infectivité gamétocytaire augmentent
graduellement en atteignant un pic vers la 70éme heure, puis diminuent
considérablement malgré 1'augmentation de la parasitémie et de la gamétocytémie ;

3. L'exflagellation, dans la méme espéce, suit une évolution paralléle ;

4. Les évolutions toujours chez P.yoelii nigeriensis , en fonction du temps, de

la gamétocytogenése, de l'infectivité gamétocytaire et de 1'exflagellation, que

nous venons d'évoquer, sont indépendantes de l'importance de l'inoculum entre 27
3

x 107 GRP et 41 x 106 GRP, mais leur chute apparalit liéde & 1'évolution

de 1'anémie palustre.

5. L'infectivité gamétocytaire chez P.knowlesi montre aussi un pic en début

d'infection mais apparait plus étroitement liée & la remarquable périodicité

des schizogonies que chez P.yoelii nigeriensis.

6. Les changements mcrphologiques et de la taille subis par les gamétocytes de
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P.yoelii nigeriensis sont 1iés aux variations de l'infectivité gamétocytaire.

En ce qui concerne la taille, nos résultats sont compatibles avec
l'explication suggérée par LANDAU et coll. (1979) selon laquelle les gamétocytes
infestants, plus volumineux, plus nombreux dans les capillaires, sont absorbés
préférentiellement par le moustique lors de 1'hémcphagie.

Ces phénoménes n'ont pas pu étre retrouvés chez P.knowlesi .

7. Les études wultrastructurales, surtout chez P.yoelii nigeriensis nous

permettent de  suggérer que des empilements membranaires plus abondants,
coexistant avec de nombreuses mitochondries en cours de vacuolisation

caractérisent les gamétocytes incapables d'évoluer, de fin d'infection.

8. Le sérum et le plasma de souris impaludées par voie transfusionnelle depuis

plus de 4 jours avec P. yoelii nigeriensis a un effet inhibiteur gamétocytaire.

9. Cet effet inhibiteur pourrait é&tre en rapport avec les changements
physiopathologiques du milieu intérieur de la souris (POZ’ PC02, PH et
acide lactique) que nous avons décrit et caractérisé ici chez P.yoelii

nigeriensis.

10. Cependant, le sérum des animaux immunisés activement contre la souche
homclogue a aussi 1inhibé 1'infectivité gamétocytaire : la réponse humcrale

pourrait donc, au moins en partie, expliquer cette inhibition.

1. La poursuite de ces recherches devrait permettre : - d'une part, d'éclairer
a quel niveau de la sporogonie s'exerce le pouvoir inhibiteur du sérum ou du
plasma et quelle est la nature et par quel mécanisme a lieu cette inhibition ; -

d'autre part dans quelle mesure d'autres facteurs comme les cellules sanguines,
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qui jouent un rdle important dans l'infectivité des zygotes de P. gallinaceum

(ROSENBERG et al., 1984) ne sont pas concernées dans 1'évolution des gamétocytes

chez le maustique.
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Gamétocytes de Plasmodium yoelii nigeriensis au 3eme jour de 1'infestation

Figure 1 :

Figure 2 :

Vue d'un macrogamétocyte : monoribosomes, corps osmiophiles,
mitochondries et pigment malarigue sont abondants dans le
cytoplasme. Le réticulum endoplasmigue granulaire est bien

développé. x 34 000

Vue d'ensemble d'un microgamétocyte : contrairement a la
figure précédente, le cytoplasme est pauvre en ribosomes,

en réticulum endoplasmique et en mitochondries. En revanche,
le noyau est nettement plus grand que chez le macrogaméto-
cyte. Notez la présence d'un complexe sous-membranaire

discontinu immédiatement en-dessous du plasmalemme.

x 31 000
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Figure 3 :

Figure 4 :

Microgamétocytes de P. yoelii nigeriensis

Trois jours aprés 1'infestation : notez la rareté des corps
osmiophiles et du pigment malarique. Les polyribosomes sont
nettement visibles auvsein d'un cytoplasme peu dense.

La grande vacuole parénuc]éaire (fleche) présente un aspect

s

assez typique avec un contenu qui s'apparente a eelui _du
cy;op]asmenérythrocytaire. x 30 000

Cing jours aprés 1'infestation, les corps osmiophiles sont
nombreux et réguliérement répartis dans le cytoplasme.
Notez la présence d'empilements membranaires au sein d'un
espace optiquement vide qui pourrait correspondre & un

élargissement localisé de la vacuole parasitophore.

x 28 000






Gamétocytes de P. yoelii nigeriensis 5 jours aprés 1'infestation

Figure 5 : Macrogamétocyte montrant des mitochondries & localisation
périnucléaire et sous-pelliculaire. Les empilements mem-
branaires sont abondants. Les cristaux de pigment mala-

rique apparaissent intravésiculaires.

x 22 000

Figure 6 : Microgamétocyte. Le noyau est ici polylobé et présente

des pores complexes (fléche).

x 25 000



ey

r
[N
-

[

—_—— ey
P .




Figure 7 :

Figure 8 :

Figure 9 :

Figure 10:

Gamétocytes de P. yoelii nigeriensis

Portion de cytoplasme d'un macrogamétocyte montrant le
réticulum endoplasmique granulaire développé (3 jours

aprés 1'infestation). x 59 000

Macrogamétocyte. Les granules denses sont répartis ici
dans 1'ensemble du noyau. Notez 1'empilement de lames
du réticulum endoplasmique granulaire accolées d'un coté
a 1'enveloppe nucléaire et de 1'autre & une mitochondrie

(3 jours aprés 1'infestation). x 47 000

Portion de cytoplasme d'un microgamétocyte montrant un
amas de petites vésicules a contenu dense en relation
avec le réticulum endoplasmique. Ces vésicules pourraient

constituer 1'appareil de Golgi (5 jours aprés 1'infestation).
x 72 000
Microgamétocyte. Vue d'un cytostome en relation avec une

vacuole cytostomale (5 jours aprés 1'infestation).

x 58 000
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Macrogamétocytes de P. yoelii nigeriensis : vues de détail

~

Figure 11 : Mitochondries en voie de vacuolisation (4 jours aprés
1'infestation). x 28 000

Figure 12 : Mitochondrie sous-pelliculaire en relation avec du
réticulum endoplasmique granulaire (5 jours aprés 1'in-

festation). X 26 000

Figure 13 : Amas de mitochondries dans le cytoplasme (5 jours aprés
1'infestation). x 28 000

Figure 14 : Pore nucléaire complexe (5 jours aprés 1'infestation).
| x 60 000

Figure 15 : Pore nucléaire simple (4 jours aprés 1'infestation).
x 63 000

Figure 16 : Vacuole nutritive périnuciéaire (5 jours aprés 1'infestation).
x 40 000

Figure 17 : Granules denses dans le noyau (5 jours aprés 1'infestation).
x 40 000
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Gamétocytes de P. yoelii nigeriensis au 5eme jour de 1'infestation : vues de

détail.

Figure 18 : Macrogamétocyte. De multiples vacuoles vides entourées
par une seule membrane. Notez la répartition périvacuo-
laire des corps osmiophiles et des mitochondries.

x 27 000

Figure 19 : Macrogamétocyte. Vue de détail du pigment malarique,

des corps osmiophiles et des mitonchondries.
x 52 000

Figure 20 : Microgamétocyte. Présence d'enroulements membranaires
dans le stroma érythrocytaire.
x 35 000






Gamétocytes de P. yoelii nigeriensis : modifications

remarquables du stroma érythrocytaire

Figures 21 et 22 :

Microgamétocyte (Fig. 21) et macrogamétocyte
(Fig. 22). Cing jours aprés 1'infestation.
Remarquez 1'aspect du stroma érythrocytaire en
voie de lyse. Dans la Figure 22, noter le pro-
cessus de vacuolisation des mitochondries
déja montré dans un état plus avancé dans—la-

Figure 11. X 35 000






P. yoelii nigeriensis : microgamétocytes en début d'activation

Figures 23 et 24 : Axonémes coupés transversalement et logés dans

une dépression nucléaire. Fig. 23 x 27 000

Fig. 24 x 61 000

Figure 25 : Autre vue d'axonémes en position sous-pelliculaire et

périnucléaire. x 45 000



oy




Membrane des gamétocytes de Plasmodium yoelii nigeriensis :

vue de détail

Figure 26 : Macrogamétocyte : membrane de la vacuole parasitophore

et membrane du parasite. x 80 000

. Figure 27 : Microgamétocyte : membrane sous-pelliculaire. x 56 000
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Gamétocytes de P. knowlesi

Figure 28 : Vue d'un microgamétocyte. Pigment malarique et poly-
ribosomes sont abondants dans le cytoplasme du para-

site. Notez la présence de granules denses dispersés

dans le nucléoplasme. x 36 000

Figure 29 : Macrogametocyte : monoribosomes, corps osmiophiles,
mitochondries et pigment malarique sont abondants dans
I'd

le cytoplasme. Le réticulum endoplasmique granulaire

est bien développé. Notez la présence d'un cytotosme.

x 30 000
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Gamétocytes de P. knowlesi

Figure 30 : Macrogamétocyte : le noyau est haltériforme. Notez

Figure 31 :

la continuité qui semble s'établir entre le feuillet

externe de 1'enveloppe nucléaire et Te REG. x 40 000

Amas de mitochondries : e feuillet interne (fleche)

-

semble donner lieu & des ébauches de crétes. x 40 000
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Types de microgamétocytes de Plasmodium yoelii nigeriensis

Figure 32 :

Figure 23

Figure 34 :

Figure 35 :

Microgamétocyte de type 0,3 jours aprés l'infestation

(fléche). Macrogamétocyte jeune. x 5 600

: Microgamétocyte de type I au 5éme jour d'infesta-

tion. x 8 000

Microgamétocytes de type III, au 5&me jour d'in-

festation. x 8 200

Microgamétocyte de type III, au 3&me jour d'in-
festation. x 7 400






Types de macrogamétocytes de Plasmodium yoelii nigeriensis

~

Figure 36 : Macrogamétocyte de type 0, au 3éme jour

d'infestation. x 8 700

Figure 37 : Macrogamétocyte de type I, au 5éme jour
d'infestation. x 8 200

Figure 38 . Macrogamétocyte de type II, au 5éme jour
d'infestation. x 7 500

Figure 39 : Macrogamétocyte de type III, au 5éme jour
d'infestation. ’ x 8 000
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Schizontes, sporozoites, ookinetes et oocystes de

Plasmodium spp.

Figure 40 : Schizontes hépatiques de P. berghel x 3 500

Figure 41 : SporozoTtes de P. yoelii nigeriensis dans

la glande salivaire d'Anopheles femelle x 7 400

Figure 42 : Ookinete de P. yoelii nigerriensis 24 heures

aprés le repas sanguin. x 7 200

Figure 43 : Oocystes de P. yoelii nigeriensis dans 1'intestin

moyen d'un moustique gorgé (6 jours auparavant)
sur une souris, 70 a 77 heures aprés 1'inocula-
tion de sporozoites par piqglire de moustique

x 800

Figure 44 : L'intestin moyen de moustique gorgé (6 jours
auparavant) sur une souris infestée par voie
transfusionnelle depuis 3 jours.

x 720
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Gamétocytes de P. knowlesi

Figures 45 a 47 : Différentes morphologies de macrogamétocytes chez
P. knowlesi. x 8 500, x 9 800, x 10 000

Figure 48 : Microgamétocyte: de P. knowlesi. x 7 000
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