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Les rechutes de paludisme

‘P.C.C. GARNHAM, F.R.S.

Imperial College Field Station, Silwood Park Ascot Berkshive (G.B.)

M. le Président, distingués Confréres,
Chers Amis, Mesdames et Messieurs,

. Presque toute ma vie a été consacrée 4 I'étude
du paludisme. Mon maitre était Emile Brumpt, mon
livre de classe était le manuel de Marchoux et mon
héros, bien sir, était Alphonse Leveran. Vous ne pou-
vez imaginer, Monsieur le Président, 2 quel supréme
degré j'ai apprécié I'aimable invitation & participer a
cette réunion pour célébrer le centenaire de la décou-
verte des parasites du paludisme par Laveran.

Pendant bien des années je me suis intéressé aux
rechutes du paludisme. Beaucoup de chercheurs, dés
I'époque des Anciens Grecs, se sont occupés de ce phé-
noméne. Je n'ai pas l'intention de discuter les vieilles
idées sur ce sujet, méme pas.la théorie que le colonel
Shortt et moi-méme avancimes en 1948, Nous avions
pensé que le probléme était résolu. Mais bientdt, nous
avons pris conscience de certaines choses qui ne se sont
pas accordées avec notre théorie de cycles r7épétés de
schizogonie exoérythrocytaire dans le foie. Nous
I'avons remplacée par I'hypothése de latence, soit du
sporozoite lui-méme, soit de la forme dans laquelle il
se développe. Vous vous rappelez que Shortt et moi-
méme avons signalé la schizogonie exoérythrocytaire
du sporozoite dans les cellules parenchymateuses du
foie aprés infection, soit par pigiire de moustique, soit
par inoculation aprés la dissection des glandes sali-
vaires. Le seul organe qui agit comme hote de ce stade
du parasite est le foie. Personne ne signale d’autres
lieux de croissance. Néanmoins, plusieurs personnes
pensent qu’il y a un cycle primaire ou cryptozoite
dans un autre organe.

L’intérét de ma communication aujourd’hui se
trouve dans un exposé de nos recherches des derniéres
années. Celles-ci sont encore en cours. Cependant,
nous pensons que la fin de ces recherches approche:

Avant de décrire ce dernier travail, je dois vous
donner quelques définitions des termes — particulié-
rement du mot «rechute». Une vraie rechute est la
reprise d’activité d'une infection paludéenne survenant
aprés un intervalle variable aprés la premiére atteinte.
L'origine en est toujours les parasites issus des formes
tissulaires latentes. On Y'appelle aussi une récurrence.
La recrudescence est tout le contraire; elle est la
reprise d’activité, soit clinique, soit parasitaire, que
T'on attribue 4 la survie des formes érythrocytaires.

Dans P'intervalle entre la premiére atteinte et la
rechute, les parasites manquent dans le sang — aussi
bien qu’entre une rechute et la suivante. Dans l'inter-
valle entre les recrudescences, le sang contient tou-

- jours des parasites, si peu que ce soit.

Donc la rechute est le résultat de la segmentation
d’un schizonte tissulaire du foie ; la recrudescence est
le résultat de la muitiplication, dans le sang, des para-
sites érythrocytaires.

Voici quelques caractéristiques de la vraie re-
chute: '

1. Des rechutes sont produites sveavaiee. .,
I'infection par sporozoites, jamais par des parasites
sanguins.

2. L’observation de la réponse de I'infection aux
médicaments antipaludiques est un procédé simple de
différenciation entre la rechute et la recrudescence.
Les schizontocides sanguins comme la quinine ou les
4-aminoquinoléines (chloroquine par exemple) stéri-
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lisent complétement les recrudescences, mais assez

souvent les vraies rechutes ne sont pas empéchées.
3. Les rechutes se présentent seulement avec cer-

taines espéces de plasmodies qui sont les suivantes :

P. vivax, P. ovale chez I'homme ; )
P. cynomolgi, P. simium, P. schweizs, P. fleldi
chez le singe.

Quel est le facteur commun A toutes ces espéces ?
TUn seul exemple se présente 4 moi. Dans les globules
rouges infectés par ces espéces exclusivement, on
trouve des granulations de Schiiffner. Il s'agit proba-
blement d'un facteur fortuit.

4. Les rechutes ne se produisent pas dans les
infections & P.malariaeni A P. falciparum chezI’homme
ni & P. inui, P. brasilianum, P. knowlesi chez les
singes.

Le paludisme a P. malariae (ﬁevre quarte) pre—
sente un intérét considérable. Cette espéce a une vie
trés prolongée, méme de 40 ou 50 ans. Des cas authen-
tiques ont été bien corroborés (j'en ai décrit plusieurs
dans mon livre « Malaria Parasites »). Laveran mon-
trait un certain scepticisme 2 1’égard des cas de latence
de 19 ans ou plus ; trés justement il a dit que I'on doit
vérifier la présence des parasites de paludisme dans
un frottis du sang.

Récemment encore, tout le monde croyait que la
longévité de la fievre quarte était infailliblement le
résultat de la schizogonie exoérythrocytaire secondaire.

Brumpt et Marchoux, tous deux, ont étudié le
probléme. Marchoux a affirmé qu’il existe d’ailleurs
au sujet de la figvre quarte, une sorte de mystére non
encore pénétré. Depuis cette époque, le mystére s'est
lentement clarifié. Je vous expose les observatxons
suivantes :

1. P. walariae de 'homme et P. inui des singes
persistent longtemps aprés l'inoculation de tropho-
zoites (par sang infecté). D’ailleurs, le parasite trouvé
le plus fréquemment dans les cas provoqués par trans-
fusion de sang est Plasmodium malariae ; par exemple,
en Roumanie, plusieurs années aprés I'éradication de
I'infection naturelle.

2. Apres I'impaludation thérapeutique par P. ma-
lariae, Vinfection est guérie rapidement par I'adminis-
tration d'un schizontocide sanguin, mémeé aprés I'ino-
culation de shrenzoiles.

3. Des ciuw.panzés inoculés avec des millions de
sporozoites, ne montrent jamais de formes tissulaires
tardives.

4. Les auteurs américains (Collins ot al ) ont cons-
taté les mémes résultats avec P. brasilianum chez
I'homme aprés piqire de moustiques infectés.

Permettez-moi maintenant de revenir 4 nos expe-
riences plus récentes.
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Depuis longtemps, on a mis en évidence les formes
tardives de P. vivax dans des coupes de foie de chim-
panzés aussi bien que P. cynomolgi chez le singe.
M. Bray a également signalé la présence de formes sem-
blables de P. ovale. Toutes celles-ci ont été trouvées
aprés l'inoculation de millions de sporozoites jusqu'a
250 jours auparavant et méme plus. En quelques expé-
riences, la découverte des formes tardives a coincidé
avec le jour d’une rechute.

Ces schizontes exoérythrocytaires montrent
queiques petites singularités, mais les noyaux sont
toujours en cours de division. Il n'y a aucune évidence
de latence ; en effet, les schizontes sont semblables a
ceux de 7 ou 8 jours, sauf peut-étre du fait que leurs
contours soient convolutés. Malheureusement, les
formes tardives ne sont pas suffisamment nombreuses
pour comparer leurs dimensions dans un cas indivi-
duel. On ne voit aucune forme de segmentation, ni
schizontes plus petits que 5 jours, seulement des schi-
zontes de diametre de 20 & 40 pm, ronds ou ovales,
avec noyaux nombreux et cytoplasme quelquefois
flocculé.

Par conséquent, nous sommes arrivés & un point
d’interrogation ; nous étions sfirs que les formes
latentes existaient mais nous ne connaissions ni leur
aspect, ni la sorte de détente qui les rend actives. Plus
tard, au Congrés de Parasitologie de Varsovie en 1977,
j'ai discuté du problérne avec M. Krotoski de la Nou-

velle-Orléans : il m’a demandé de collaborer avec lui
pour quelques expériences afin de sortir de cette
impasse. C'est un expert de la technique d’immuno-
fluorescence, surtout pour la mise en évidence des
parasites dans des coupes — par exemple les stades
exoérythrocytaires de Plasmodium cynomolgi, 11 pen-
sait que cette technique serait tout a4 fait adaptée
pour la démonstration des jeunes stades des schizontes
exoérythrocytaires.

Bien entendu, j’étais tout i fait d’accord. Nous
nous sommes donc mis d’aceord pour faire une moitié
du travail (immuno-fluorescence) chez lui, et I'autre
moitié en Angleterre, par l'utilisation des colonies de
singes et de moustiques de 'Ecole de Médecine Tro-
picale de Londres.

A Ascot, M. Bray, M. Killick-Kendrick et moi-
méme ferions la colorations des coupes, etc.

Enfin, avec quelque peine, nous avons obtenu
une souche de Plasmodium cynomolgi bastianellii (ma
propre souche que j'ai isolée en 19539), nous avons
acheté, & grands frais, quelques singes (M acaca mulatta)
et pour finir, ce qui est de la plus grande importance,
nous avons augmenté les colonies de moustiques,
A. atroparvus, A. stephenst, A. balabacensis, A. free-
borni. Un grand nombre de ces Anophéles s'était

‘nourri d’un singe infecté. Aprés 12 jours, les sporo-
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zoites ont envahi les glandes salivaires ; nous avons
disséqué les glandes et une suspension de sporozoites
a été inoculée 4 un autre singe. Puis nous avons pris
des biopsies de foie aprés 1 heure, 12 hetres, 24 heures,
48 heures, 7 jours, 50 jours, 102 jours et finalement
103 jours (a I'autopsie).

Une moitié de chaque biopsie était conservée
chez nous pour faire la coloration de Giemsa Colo-
phonium, U'autre moitié était expédié & M. Krotoski
de sorte qu'il puisse appliquer sa technique de I'immu-
nofluorescence. Tout le tissu était fixé, soit par la

solution de Carnoy, soit par formaline. Nous avons
examiné tout de suite nos coupes de biopsie de 7 jours,

pour vérifier qu’'elles montraient d’abondantsschi-
zontes exoérythrocytaires. Nous avons trouvé une
moyenne de 38 schizontes par coupe, nombre conve-
nant parfaitement au but fixé. _

Nous avons cherché les jeunes formes mais sans
succés. Nous avons bien siir trouvé les formes ordi-
naires tardives i 50, 102 et 105 jours. Les schizontes
contiennent beaucoup de noyaux, plusieurs en divi-
sion, et des flocules ou grandes vacuoles dans’ le
cvtoplasme. .

Je laisse la description des résultats décisifs de
ces expériences 4 M. Bray qui s’est rendu aux Etats-
Unis I'an passé pour discuter des progrés étonnants
réalisés par M. Krotoski. Cependant, je voudrais dire
quelques mots au sujet de l'absence apparente des
jeunes formes. Krotoski affirmait leur absence, a
I'exception d’un petit nombre de formes signalé dans
la biopsie 4 48 heures, une moitié du nombre estimé.
Ou sont les autres ?

Pendant plusieurs années, quelques hérétiques
ont avancé 'hypothése que le sporozoite n’entrait pas
dans les cellules nobles du foie, mais que le sporozoite
effectuait un cycle primaire dans un autre organe ou
tissu. Les cryptozoites voyageraient ensuite parle sang
jusqu’au foie pour donner naissance 4 une deuxiéme
génération. Je vous rappelle que certains sporo-
zoaires se développent en deux phases : la premiére
dans les nodules lymphatiques, par exemple Isospora,
la deuxiéme par la pénétration dans les cellules épi-
théliales de l'intestin. Les parasites du paludisme des
oiseaux évoluent également en deux cycles exoéry-
throcytaires, cryptozoite et métacryptozoite, avant
I'envahissement des érythrocytes. Chaque phase se
déroule environ sur 48 heures. Je crois que nos col-
légues hollandais ont également constaté une locali-
sation préliminaire de P. bergher dans les cellules de
Kuppfer.

Néanmoins, les plasmodies des primates sont tout
a fait différents. A mon avis, il serait fallacieux de
comparer les parasites de primates avec ceux des ron-
geurs ; 4 plus forte raison avec les espéces aviaires.
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Alors comment peut-on examiner ce probléme ?
La solution m'est venue dans un réve a Calcutta
au mois de janvier! Il faut inoculer des sporozoites
de P. cynomolgi bastianellii & un singe. Ensuite, il
faut prendre des échantillons de son sang environ
48 heures plus tard, par exemple toutes les deux
heures entre 40 et 50 heures. Ces échantillons doivent
étre inoculés 3 un autre singe. Ces intervalles s’accor-
deraient avec les heures hypothétiques ol les crypto-
zoites se déplacent. Si les singes receveurs sont impa-
ludés, il faut répéter I'expérience pour chercher le lieu

_ou les sporozoites effectuent leur premier cycle. Si les

singes restent négatifs, on supposera que l'explication
de la rareté ou de I'absence de parasites fluorescents 4
48 heures se trouve dans le manque d’antigénicité
des stades de cet dge. Nous envisageons de faire ces
expériences le mois prochain, au cours du projet plus
vaste dont M. Bray vous parlera demain.

Je viens de recevoir une lettre trés importante du
grand malariologue Augusto Corradetti. Il est curieux
de savoir pourquoi j'ai nommé les formes tardives :
«rechutes ». Il affirme avec raison que celles-ci sont
les formes tardives de la premiére infection. Il les pose
en comparaison exacte avec les formes dormantes de
sporozoites de P. vivax hibernans, toutes les formes de
cette sous-espéce russe montrent une période d'incuba-
tion bien prolongée. Elles ne peuvent donner naissance
a une «rechute », parce qu’il n’y a aucune atteinte de
premiére invasion. Corradetti est en désaccord avec
notre différenciation stricte entre les termes rechute
et recrudescence, et dit qu'on ne peut les distinguer
gu'avec peine.
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L’hypnozoite de Plasmodium cynomolgi

R. S. BRAY

Departinent of Zoology and Applied Entomology, Imperial College, London (G.B.)

M. Garnham a exposé les grandes lignes de notre
expérience visant & trouver les .formes exo-érythro-
cytaires trés jeunes dans le foie, ¢'est-a-dire les formes
vues deux, douze, vingt-quatre et quarante-huit heures
aprés l'inoculation de beaucoup de sporozoites. Une
de nos intentions était de voir si les cellules de Kuppfer
étaient impliquées.

Douze millions de sporozoites de Plasmodium
cynomolgt bastianellii ont été inoculés intraveineuse-
“ment & un singe rhésus et les biopsies du foie faites &
deux heures, douze heures, un jour, deux jours, sept
jours, cinquante jours, cent jours et cent cinq jours
aprés I'inoculation.

Ces biopsies ont été fixées au Carnoy et coupées
pour la coloration avec le Giemsa et pour la coloration
immunofluorescente avec, pour les deux, le sérum anti-
sporozoite et le sérum anti-trophozoite par M. Kro-
toski 2 New Orleans aux Etats-Unis. :

A notre surprise la premiére découverte a été
effectuée quand M. Krotoski a coloré les formes de
sept jours pour vérifier les techniques et pour con-
naitre le nombre de formes normales de sept jours &
voir dans les coupes. Pendant que M. Krotoski trou-
vait de nombreuses formes de sept jours normales par
les techniques d’immunofluorescence, il trouvait aussi
une forme qui se colorait brillamment et qui mesurait
approximativement cinq microns de diamétre. Quand
cette forme a été coloréde avec le Giemsa elle s'est
révélée étre un petit organisme avec un noyau unique
et situé dans un hépatocyte. Malheureusement le
lavage avec le sérum physiologique tamponné pendant
la coloration immunofluorescente n’a pas permis une
coloration satisfaisante du cytoplasme par le Giemsa.

Des formes semblables ont été trouvées dans la biopsie
cinquante jours mais moins nombreuses. Quelques
grandes formes étaient trouvées aussi 4 cinquante jours.

Une recherche soigneuse, hépatocyte par hépato-
cyte, des coupes colorées par le Giemsa, mais sans la
coloration immunofluorescente, a mis en évidence plu-
sieurs de ces formes avec une meilleure coloration du
cvtoplasme.

Aprés cette découverte nous avons regardé une
coupe d'une biopsie de sept jours d’un singe trés forte- -
ment infecté avec les sporozoites de Plasmodium cyno-
molgi cynomolgs il y a vingt-cing ans. Nous avons
trouvé encore onze autres petites formes avec un
aspect un peu différent. Donc, voici les formes que
nous avons nommeé les hypnozoites et que nous croyons
&tre la cause des rechutes du paludisme. Nous pensons
que ces formes dérivent des sporozoites. Ils adoptent
une forme ronde dans 'hépatocyte, mais ils ne poussent
pas immédiatement. Quelque temps plus tard une
partie de ces hypnozoites commence 4 grandir, puis
ils se rompent et entrainent une nouvelle infection
érythrocytaire. Plus tard une autre partie commence
4 pousser ce qui entraine une autre rechute et ainsi de
suite. Les intervalles entre le début de l'évolution
pour chaque groupe différeraient selon les espéces.

Mais, il y a un probléme, c’est que nous n'avons
pas trouvé les formes de deux heures, douze heures et
vingt-quatre heures dans le foie par l'immunofluo-
rescence et nous préparons de nouvelles expériences
destinées & nous apporter plus d'information sur
Vactivation des groupes des hypnozoites et sur les
formes exo-érythrocytaires qui commencent leur
développement.
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