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L’identifkation du slang ingéré par les insectes est d’un grand 
intérêt pour 1’ép$lémiologiste en lui permettant Id’établir le car,ac- 
tère anthropophile ou zoophile de l’insecte examihé, et de déter- 
miner l’existence d’un écran ,animal protecteur pour l’homme. 
Cette identification a été réalisée jusqu’à maintenant à l’aide de 
la rétaction de précipitation ; Înais on sait que celle-ci a une sensi- 
bilité bien moindr-e que la rbaction d’hémagglutination. C’est 
pourquoi nous ,avons décidé d’utiliser cette dernière réaction et  
tenté Ide prhciser les limites de sa sensibilité. 

Rappelons en quelbues mots comment se pose pour I’épidé- 
miologiste le problkme de l’identification du sang ingéré par les 
moustiques. Les femelLes des moustiques hématophages ne 
piquent, pas n’importe quel animlal. Elles posshdent des préfé- 
rences trophiques et piquent un ou plusieurs hôtes à leur portée 
en b u r  transmettant dans certaines conditions les agents, des 
endémies tropicales, l’hôte fermant le cycle ,d’un parasite déter- 
miné ou au contraire arrêtant son cycle évolutif. Dans une localité 
donnée les femelloes peuvent se gorger sur un ou plusieurs hôtes 
suivant leur preference trophique, l’attaaction vers l’un des hôtes 
pouvant. être ,augmen{ée ou diminuée ou même annulée par 
l’apparition d’un nouvel hôte, .provoquant une véritable déviation 
qui est conditionnée non seulement par l’espèce, mais encore par 
son bahitat diurne et nocturne. Toute ‘déviation animale nécessite 
la proximite de l’hôte déviateur et de l’hôte dont le moustique a été 
‘dévié. On voit ainsi le grand intérêt de la ‘détermination exacte 
de l’hôte puisque le fiarcteur de préférence trophique vens une 
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(*) Socidtd Française .de Microbiologie, s6ance du 4 fBvrier 1954. 



2 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 

espèce est lié à tout un complexe (habitat divers, comportement 
diurne ou nocturne, éventuel rapprochement ou eloignement des 
gites larvaires des moustiques). 

De meme est évident l'intérêt Ppidémiologique de détermination 
des hôtes au cours des 'différentes enquêtes mabarialogiques pour 
expliquer la grlavité d'une endémie ou épidémie. , 

DkVIATTION ANIMALES. ECRAN PROTECTEUR. 

On connaft le rôle dans la transmission Ides parasites par les 
insectes hématoph,ages, des écrans protecteurs réalisés piar cer- 
tains animaux qui, dévi,ant le moustique de l'homme, protegent 
en fait celui-ci. D,ans certaines régions pauvres en  animaux sau- 
vages et animaux domestiques, les moustiques se gorgent presque 
exclusivement sur l'homme, transmettant l'hématozoaire respon- 
sable Ides enldémies locales. Dans d'autres régions, le cycle éven- 
tue1 homme-moustique est plus ou moins interrompu, le para- 
site &ant intercepté par un deuxième h6te (bœuf dans le c8as des 
régions d'élevage). D'ans ce dernier cas, E l'hématozoaire' humain 
transmis au bœuf voit son cycle interrompu par épuisement <des 
sporozoïtes Ides glanldes s a h a i r e s  du moustique sur le bœuf. 
Dans d'autres cas, par  contre, un deuxikme hôte pourra servir 
de veritable réservoir de virus, comme certains singes de la forat 
tropicale Ie font pour le virus amaril.. 

On peut voir, en effet, les tendances trophiques naturelles 3e 
modifier à un certain $degré, soit A la suite de I'introduction d'un 

' animal dans une région Idonnee, soit par la disparition d'une 
espèce, soit enfin par  le changement d'habitat d'une espèce ani- 
male. Ces modifications peuvent à leur tour avoir pour consé- 
quence une modificlation du comportement des moustiques aug- 
mentant ou (diminuant leur (anthropophilic ou leur zoophilie, c'est- 
à-dire rendant possible une déviation vers un animal donne 
ou ,au contraire faisant ide l'homme un h6te exclusif. 

La nécessité de I:identific,ation de l'origine specifique du sang 
ingéré par  les moustiques s'est montrée de plus en plus indis- 
pensable à l'organisation de  La lutte anti-paludique. En effet, 
l'introduction dans cette lutte des insecticides tels que le D. D. T. 
en Afrique !Noire e t  à Madagascar #a rendu de nouveau son 
acuité à la question 'des préférences trophiques des anopheles. 
Dans certaines régions de Madagasaar, par exemple, on ia vu la 
faune anophélienne presque ldispar,aître 'des habitations humaines 
grâce à l'emploi des insecticides e t  persister h un oertain degré 
dans les étables, bien que celles-ci aient été aussi bien traitées. 
La question #dee savoir si les anopheles se gorgeaient exclusive- 
ment sur les bœufs ou migraient dans les étables après s,'être 
gorgés sur l'homme Idemandait ;I être écliaircie. 'La question des 
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différents aspects ‘du paludisme à RIadagasoar s’est également 
. posee à nous, (demandant une solution qui pouv,ait entraInel1 

l’intensification $de la lutte imagocide ou une économie d’insec- 
ticides. En effet, seul le degré ~d’anthropophilie peut indiquer les 
régions d,angereuses. 

L‘identification du sang ingere par les moustiques devrait etre 
normalement à la base de toute enquête entoiñologique. En effet, 
cette réaction d’identification, qui jusqu’ici utilisait la reaction de 
précipitation interfaciale, avait été peu à peu abandonn4e par de 
nombreux chercheurs à ciause Ide la difficulté ‘de son exécu4ion et 
de l’inconstance de ses résultats. Néanmoins, cette réaction de 
précipitation a permis d’e donner des explications justes et 
valables, notamment d,ans le cas d’endémie palus’re gnaw par 
une simple démonstration de l’mthropophilie anophélienne, ou 
au  contraire, dans le cas d’endémie palustre atti%“, de l’exis- 
tence ¡d’une zoophilie prononcée. 

M~THODES DE DIAGNOSTIC IMMUNOLOGIQUE UTILIS~ES.  

La détermination de l’origine spécifique des hématies (absorbées 
au cours du repas infectant par les insectes hématopbages et en 
particulier par  Anopheles stepliensi, Aedes aeg;ypti, Anopheles 
maculipennis var. atroparaus pout se faire à l’laide de deux 
méthodes utilisant toutes deux la reaction antigkneúmticorps dont 
l’une fait ,appel 5 la réaction de précipitation (l’es, anticorps uti- 
lisés etant ‘des précipitines spécifiques) e t  dont l’autre utilise la 
réaction d’agglutination due à l’union de l’hémagglutinogbne 
porté par les hematies et d‘un anticorps agglutinant contenu deans 
un immunsérum. ‘ 3  1 

Cette méthode d’hémagglutination, par sa simplicité d’exécu- 
tion et de lecture, p,ar l’obtention de la conservation aprhs lyophi- 
lisation des sérum-tests puissants rendant possible leur trans- 
port et leur empIoi sous tous les climats, semble en tous points 
préférable, d,ans ce cias particulier, à la délicate ritaction de pré- 
cipitation utilis6e en médecine légale pour l’identification des 
taches Ide sang. 

1. - ROACTION DE PR~CIPITATION INTERFACIALE. 

Cette méthode consiste à me3r.e en contact pa; superposition 
dans ‘des tubks de 3 mm de diametre des dilutions d’,anticorps en 
présence d’une solution ‘concentrée d h t i g è n e .  Lorsque la réac- 
tion se produit, elle se traduit piar l’apparition d’un anneau de 
précipitation à la limite ‘des deux phases liquides. D’autres 
méthodes plus fines, telle que l’étude d.e la precipitation spéci- 
fique en milieu gélifié (Oudin, 1946), ont rendu possible l’analyse 
immuno-chimique et ont permis d’identifier certains antighes.  
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Cette rkct ion peut se faire soit en tube par mélange de l’immun- 
sérum et de l,a gélose, puis piar diffusion de l’antigène dans ce 
mélange, soit en hoîie de Petri, les deux antigenes à comparcr 
dtant mis dans deus réservoirs creusés dlans de la gélose, 
I’immunséi~um placé dans un troisième réservoir ‘disposé au 
sommet d’un triangle équiliatérd (technique ‘cl’ Ouchterlony). 

La méthode de précipitation interlaciale ne tient pas suffisam- 
ment compte ‘des ,antigènes communs qui existent chez certains 
groupes d’animaux, et n’arrive à une spécificité rdative que par 
de fortes dilutions des anti-sérums. En effet, tout ,anti-sérum 
jnsuffisamment dilu6 est susceptihle de provoquer des réactions 
positives ,avec tout un groupe d’animaux apparentés entre eux, 
d’où nécessité de le diluer jusqu’h un taus auquel les réCaetions 
provoquées par les antigènes spécifiques sont encore percep- 
tibles, tandis que les traces de reaction provoquée pnr le reste 
des anticorps hétérophiles ne sont plus décehbles piar les 
méthodes courantes. De plus, ,la préparation des sérums préci- 
pilants est parfois difficile lorscp’on désire obtenir un anticorps 
de titre &levé. L a  dilution de ces sérums ne permet pas toujours 
d’observer une précipitation spécifique vis-h-vis ‘d’un seul animal. 
L’immunisation prolongée de lapins par esemple peut entraîner 
une ‘diminution de la spécificité de l’anticorps. D’une manière 
ph~érale ,  les réections de précipitation ne peuvent être rhalisees 
que (dans un 1abonatoi.re suffis,amment équipé. 

II. - TECHNIQUE DE L’IDENTIFICATION DU SANG INGOR& 
PAR LES RIOUSTIQUES A L’AIDE DE LA RBACTION D’HÉMAGGLUTINATION. 

II était donc logique d’éiudier l’aptitude de la rdaction d’htmag- 
glufination à l’identifictation ‘de l’origine spécifique ‘du sang ingér6 
par les moustiques h6matophages. En1 effet, I a  sensibilité de la 
rdaction d’hémagglutination est bien plus grande que celle de la 
réaction Ide *précipitation. La rélaction d’hémagglutiniation permet 
d’opérer sur de trbs petites quantités de sang, la lecture micro- 
scopique pouvant être effectuée napidement, ”ais elle nécessite 
lia présence d’une certaine proportion de globules rouges intacts. 
Le probkme se ramenait donc à l’évaluation du temps de conser- 
vation morphologique et (antigénique des globules rouges ingérés 
par les moustiques. Nous avons utilisé la technique de micro- 
agglutination couramment pnatiquée pour la mise en evidence de 
certains agglutinogènes érytlirocyttaires cliez l’liomine, en nous 
servant de f,aibles quantités de sang ‘et de failles quantités de 
sérum. Les immunsérums ,agglutin,ants utilises ont été les siti- . 
vants : sérum de chèvre, lapin, singe, clieval, bceuf anti-globules 
rouges humains, puis sérum de lapin, de cobaye, de mouton anti- 
globules de bœuf et sérum de lapin, de chbvre, de cheval anti- 
globules rouges de mouton. Ccs sérums ont été obtenus par 
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immunisation d’animaux à l’aide de suspension de globules rougcs 
lavés. ,I,’immunisation a été réalisée d’abord par une série d’in- 
jections intraveineuses, puis une serie d’injections intramuscu- 
laires et intrapéritonéales poursuivies pendant six à huit semaines. 
Lorsque les sérums présentaient un titre agglutinant suffisant, en 
moyenne 114 O00 vis-A-vis de globules rouges mis en suspension 
dans l’eau physiologique, on a réalise une absorption du sérum 
décomplémenié, l’aide de globules rouges d’autres especes ani- 
males pour lesquelles il y a eu apparition d’,anticorps agglutinant 
due à une communauté antigénique. 

Un titrage de l’immunsdrum est réalisé au prealable dans 
une série de 12 tubes à h6molyse par exemple, ou on met 0,3 ml 
d’eiau physiologique et  !en plus, dans le premier tube, 0,3 ml 
du sérum ; aprbs mélange daans le pr,emier tube on reporie 0,3 ml 
dans le deuxibme tube et .on opère de m&me pour les tubes sui- 
yants ; on obtient ,ainsi Ides dilutions de sérum comprises entre 
112 et 114 O00 p,ar exemple. D,ans chaque tube on ajoute 0,05 FI 
d’une suspension en eau physiologique des globules rouges 
à Btudier. On laisse les tubes quinze à trente minutes à ],a tempé- 
ratme du laborlatoire e t  on centrihge à 1 O00 tours pendant une 
minute, puis ,on effectue la lecture à l’aide d’un miroir concave, 
la derniere dilution .qui donne encore une agglutination exprime le 
titre. 

Absorption des agglutinines non spdcifiques. - Pour obtenir 
un immunsérum doue d’une étroite spécificité, c’est-&-dire 
aggluiinant, à l’exclusion de tout autre, les hématies d’une espece 
animale et d’une seule, il faut débarrasser ces sérums des ,agglu- 
tinines hétéro-spécifiques qu’il contient. On peut obtenir cette 
specificité en  pratiquant une absorption dix-huit heures à + 4” , 
par des globules appropriés. Par  exemple, si l’on la obtenu par 
immunisation un sérum de II chevreau anti-humain Ideslin8 à dis- 
tinguer les globules humains des globules Ide bœuf et des glo- 
bules rouges de cheval, il est &vident que, si ce sérum n’est pas 
absorbé par des globules de beuf  et de cheval, il est capable 
d’agglutiner les trois catégories de globules rouges ; mais apres 
absorption par des globules de bœuf et par ‘des globules ,de 
cheval, il n’agglutine plus que Ides globules humains, permet- 
bant ainsi (de distinguer 1:origine humaine de l’origine animalc 
(bmuf et cheval) des liématles examinées. 

On réalise ces absorptions en mettant e n  presence le sérum h 
absorber ,avec une quantité convenable de culot de globules 
rouges lavés quatre fois, ‘dans a u  moins cinq fois leur volume 
d’eau physiologique, par centrifugation, décanl,ation et remise en 
suspension en eau physiologique. On laisse en con?act sérum et 
globules pendant seize heures à la gbacibre. On sépare ensuite 
sérum et culot globulaire par centrifugation et on examine le 
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sérum par napport à des globules rouges de la même espece 
,animale que ceux qui ont servi à réaliser l’absorption et par rap- 
port 3 des globules rouges contre lesquels I’immunsérum est 
spécifiquement dirige. I 

Les moustiques utilisés pour les expériences provenaient de 
l’élevage permanent et étaient gorgés dans de petites cages en 
tulle modele Roublaud, sur lapin, cobaye, souris, bœuf et homme. 
Les moustiques appartenaient aux espèces, suivantes : Aedes 
tlegypti (Linné), Anopheles stephensi (Liston), Anopheles maculi- 
Pennis var. atroparvus (Van Thiel). 

Les moustiques gorgés sont pris avec un aspirateur A bouche 
et endormis au chloroforme. La dissection se fait avec deux 
épingles ou aiguilles lancéolées. L’abdomen est séparé d’abord du 
thorax, puis l’estomac est extnait de l’abdomen par simple pres- 
sion sur l’incision abdominale. Une fois extrait, l’es?omac est 
placé d,ans une grosse goutte d’eau physiologique à 8,5 p. 1000, 
on presse ,alors avec une épingle sur la piaroi stomacale pour que 
le simg qu’il contient 6merge par la partie antérieure et posté- 
rieure dans la goutte d’eau. On peut aussi bien di1,acérer les parois 
stomacales iavec les épingles de façon h avoir le maximum de sang 
si le moustique est peu gorgé. De toute façon, une fois que le 
sang se trouve dans l’ead physiologique, il est absolument néces- 
saire ‘de bien disloquer l’amas de globules rouges avec I’épingle 
jusqu’à disparition de ces pseudo-agglutinats. On vérifie microsco- 
piquement que les globules rouges se trouvent bien dissociés 
d,ans l’eau physiologique. Si l’on veut pnatiquer deux ou trois 
reactions avec des anti-sérums différents, on divise le sang ainsi 
recueilli en ,eau physiologique en #deux ou trois gouttes. 

Cette réaction d’,aggutination peut se faire sur lame ou sur 
piapier bristol. L’anti-sérum peut etre employé à l’état pur ou 
dilué selon son avidité e$ son titre. I1 est préférable pour avoir 
des rêactions facilement lisibles d’utiliser une goutte de sérum ,pur 
dilue à moins de 1/10. Le sang et le sérum mis en présence, on 
agite légbrement la lame pour que 17 mélange soit bien homogene 
et on attend deux à cinq minutes av,ant la lecture directe suivie 
d’une lectulte microscopique au faible grossissement. Les rélac- 
tions positives sont toujours tres nettes facilement lisibles à l’ad 
nu comme on peut le voir sur les pho‘ographies jointes. 

L’anti-sérum, par exemple anti-sérum anti-globules rouges 
humains, choisi poursla réaction dera être absorbé par les glo- 
bules rouges des animaux qui entoucent l’homme dans lia localité 
donnée. En gén6ra1, il suffifia de l’absorber par des globules 
rouges des animaux domestiques, notamment bœuf, cheval, chien, 
et porc. Pour une localité donnée, il sera bon de faire une réaction 
lavec les anti-sérums pour l‘animal presume être le véritable hate 
des moustiques et, aussi, des réactions avec les anti-sérums 

I 



IDENTIFICATION DES HBMATIES INGBRGES 7 

pour les animaux domestiques (miammiffires ou oiseaux suivant que 
les globules rouges sont nuclees ou non) presents dans la localité. 
Par exemple, on effectuera 100 reactions avec le serum ,anti- 

’ globules rohgès humains absorbé par les globules rouges des 
autres animaux, 100 evec le sérum anti-globules rouges de bceuf 
absorbe de la m6me façon, etc. 

Les rksultats que nous avons obtenus au cours de nos espe- 

FIG. 1. - Microphotographie de reaction négative : Les globules sont libres. 
1 

PIG. 2. - Microphotographie de reaction positive : 
les globules forment des agglutinats. 

riences repondent laux questions suivantes : y a i-il ou non modi- 
fication antigénique de Ira structure des hematies dans l’estomac 
du moustique, quel est le rapport entre la dilution des anti-sérums 
absorbés et non absorbés m e c  leur specificit6, quel est le rapport 
entre le titre du sérum et la possibilite d’effectuer la réaction sur 
Iame, quelle est l’influence de la d i p d o n  sur  la spécificité de la 
rbct ion [temps de survie des hematies $i l’intérieur de l’estomlac)? 

l 
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CONGLUSIONS TIRSES DES EXPSRIENCES EFFECTUÉES. 

1” Temps  de sumie des lzdmafies h l’intdrieur de l’estomac des 

I 

FIG. 3 (macrophoto) 1. Anopheles mnculipennis varieté alroparrus, sang lapin 
plus sérum de cobaye anti-lnpin après six heures de digestion, réaction d’ag- 
glutination positive; 2. Réaction témoin : méme sang, sans sérum anti-lapin, 
réaction d’agglutination négative; 3. Aedes a 9 y p t i  gorgé de sang humain 
appartenant au groupe A plus sérum test anti-A après six heures de diges- 
t ion,  riaction d’agglutination positive; 4. Aedrs sgyr ti gorge avec du sang de 
souris plus serum de lapin anti.globules rouges de souris apres cinq heures 
de digestion, réaction d’agglutinatinn positive; 5. Ardes w y p t i  gorge de sang 
humain plus sérum chevreau anti-homme après vingt-trais heures de diges- 
tion, réaction positive; 6. Aedes segqpli  gorge de  sang humain plus sérum 
de lapin anti-globule+ rouges de souris absorbé par des glob les rouges 
humains de groupe AB après sept heures de digestion, réaction d’aggluti- 
nation négative. 

moustiques. - a)  D’après les expkrienc9s 4 et 8 nous voyons que 
non seulement les hématies survivent plus de douze heures, 
mais aussi qu’un agglutinogène de groupe sanguin humain tel 
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que l’,agglutinogbne A reste facilement décelable au moins 
douze heures. 

b) D’,apr&s les expériences du no 25 à 48, nous voyons que les 
péactions restent positives et facilement lisibles à I I ’ d ,  sans 
microscope au moins pendant les douze heures qui suivent la 
piqûre (du moustique, qu’il s’agisse d’Anoplaeles slephensi ou 
Aedes aegypti, 

2” Spdcificitt des réactions, problèmes de la modifiealion aiili- 
gdnique de la sfructure des iztmaties. - Les rhactions pmliquées 
avec difl‘érents sangs d’animaux tì l’aide des anti-s6rums spbci- 
íìques absorbés ou non par les globules rouges correspon,dants 
nous ont montré que les hematies ingérées n’ont pias subi de 
modification antigénique pendant les douze premibres heures de 
digestion. 

Les quatre expériences faites lavaec les moustiques gorgés sur 
homme, bœuf, cobaye, bapin, souris, montrent bien que la struc- 
ture antigénique des hémraties n’est pas modifiée e t  permet les 

, réactions d’agglutination spécifique. 
. 3” Degrd de spdcificifd de ces rtactions d’agglutination- e n  

rapport avec le taux de dilution des anfi-strums. - Nous voyons 
que des réactions peuvent garder b u r  spécifimcité même A des taux 
pouvant ,atteindre 1J200, mais évidemment variables suivant les 
sérums utilis6s. Dans le cas des serums non absorbés, on atteint 
napidement la spécificité (dans un groupe ‘d’animaux ,app,arentés 
par simple dilution du sérum, mais cette specificité doit être 
garantie par  de nombreux témoins. Il est à n o b r  que les groupes 
d’animaux éloignés du point de vue antigenique ne présentent pas 
de réaction mixte lavec les sérums non absorbés à I’état pur ou 
faiblement dilués selon la parenté plus ou mo.ins grande entre les 
hématies ingérées et les globules rouges qui ont servi à fabriquer 
les anti-sérums. Dans le c,as où l’on voumdrait pr,atiquer des réac- 
tions sur des skrums non ‘ ,absorb6s il serait inddsperlsable de 
prendre comme témoins les différents animaux de La localit6 
qu’on étudie. 

4” Rapport entre les laux d’lzdmugglutima f ion  des hdmaties 
inytrées et le titre d u  sérum obtenu par la mèthode d’agglutination 
d’hémuiies intactes par centrifugation. - h s  taux d’lagglutination 
sur ],ame des hématies ingérées est inférieur de 2 9 4 dilutions au 
titre réel. Exp6riences 9 et 12, 13 A 22, 52 à 62. 

CONCLUSIOKS. 

La méthode immunologique d’identification des origines spéci- , 

fiques des hématies ingérées par  les moustiques, méthode utilisant 
la rBaction d’lagglutination, est rendue possible p,ar l’emploi d’anti- 

. sérums dont la spécificité a été obtenue par ,absorption des hétéro- 
‘ 
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agglutinines par des globules rouges d’animaux differents de 
I’esphce qui a servi & la fabrication des anticorps agglutin,ants. 
Nous avons vu de plus que la survie Ides hematies A I’inté- 
rieur Ide l’estomac ‘du moustique est suffisamment longue pour 
que les réactions. puissent être pxatiquees même douze lieures 
aprbs l’ingestion de sang, la structure antighique des hematies 
n’ayant subi pendant ce temps aucune modifitoation. 

Du point de vue iapplication pratique, cette methode d‘identi- 
filelation des bematies ingkrées par les moustiques ou divers 
insectes hématopbagee peut rendre ‘de grands services, ‘dans dif- 
férentes enquêtes épildemiologiques, lau cours Ides endémies 
tropicales dont les vecteurs sont des moustiques ou d’autres 
insectes hématophages (Phlébotomes, Ceratopogonides, Tiques, 
et‘c.). 

Cette m8tliodte peut Bventuellement rendre service dans l’orien- 
tation de la recherche ‘du cycle ‘de certains p,arasites ou virus ‘dont 
les hates intermediaires sont encore inconnus, permettant I’iden- 
tification des reservoirs Ide virus et même souvent !des vecteurs. 
DBs maintenant, il nous semble qu’on doive utilis’er la reaction 
d’h8magglutination dans le cas où les hématies ingérées par Ies 
insectes hematophages ont conserve leur morphologie et, dans les 
cas inbrm6diairesY associer cette réaction A la réaction de préci- 
pitation. Cette ,demihre conserve toutes ses. indioations dans le 
cas où‘ ]*es liematies ont eté (dig6rees. 

Nous tenons & remercier le D’ Toumanoff qui a mis son insec- 
tarium A notre disposition, et Mlle Lapied pour son aide technique. 

imprime par l’hnoue Impie de la Cour d’Appel, 1, r u e  Cassette, B Paris (France). 
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