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A l'aube du XXli¢me siécle, les maladies parasitaires (paludisme, filarioses,
trypanosomiase, leishmanioses, bilharzioses...) continuent A ravager le monde. Chaque année,
le Plasmodium (Haemosporida : Plasmodidae), parasite responsable du paludisme, infecte 110
millions de personnes et entraine la mort de 2 millions d'entre elles (OMS, 1985 a ; 1990).
L'OMS estime 2 2 milliards le nombre d'individus exposés a la maladie (OMS, 1991 a ; 1992
b).

L'entomologie médicale et la médecine se sont appliquées & combattre ces fléaux sur deux
fronts :
- I'agent pathogéne chez son héte vertébré, au moyen de médicaments,
- le vecteur, hote invertébré, 2 1'aide de moyens chimiques (insecticides de syntheése) et/ou
biologiques (bio-pesticides, lachers de males stériles, aménagements des gites...).

Malheureusement, le bilan de 90 années de lutte contre le paludisme est plutdt décevant
(Mouchet et al., 1991).

Le traitement des cas cliniques par' la chimioprophylaxie a montré ses limites : la
chimiorésistance des parasites s'étend dangereusement, et les firmes pharmaceutiques ne
découvrent plus de nouveaux antimalariques (Danis et Mouchet, 1991 ; Haworth, 1991).

L'immense espoir créé par les outils de la biologie moléculaire autour du vaccin anti-
paludisme a céd€ la place 2 la perplexité devant la complexité du Plasmodium lui-méme, et de
ses relations avec le syst¢me immunitaire de I'homme (Cherfas, 1990 ; Marshall, 1990 ;
Nussenzweig, 1990).

Les campagnes de lutte antivectorielle utilisant des insecticides de synthese ont connu des
heures de gloire apres la deuxi¢éme guerre mondiale, avec le DDT, puis d'autres insecticides tels
les cyclodiénes, les organophosphorés, les carbamates ou les pyréthrinoides. Des la fin des
années 50 I'homme s'est apergu de la plasticité génétique de la nature : les vecteurs résistants
remplacent peu 2 peu les especes sensibles (Van der Kaay, 1991 ; Denholm et Rowland, 1992 ;
OMS, 1992 a). De plus, I'usage inconsidéré d'insecticides engendre les problémes de pollution
de l'environnement (Coosemans, 1991).

La recherche s'est alors orientée vers des solutions plus naturelles, grice aux insecticides
biologiques (inhibiteurs de croissance, bactéries entomopathogeénes, champignons,
nématodes...) (Dobrokhotov, 1991 ; Zaritsky et al., 1992). Mais pour la plupart des especes
anophéliennes, les gites larvaires sont trop nombreux et trop temporaires pour que ce type de
lutte soit réellement efficace.

L'insecte vecteur, hote intermédiaire, joue un rdle déterminant dans la transmission d'une

maladie. Il permet le développement ou la multiplication d'agents pathogenes, ainsi que leur
dispersion. Il représente ainsi un maillon crucial. De sa compétence 2 assurer la transmission
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dépendra le maintien de la chaine épidémiologique.

Si I'on considere les couples insectes vecteurs-agents pathogenes, et plus particulierement
Anopheles-Plasmodium, 1a réduction de la compétence vectorielle reste une voie d'interruption
de la transmission du paludisme. Avant d'y parvenir, certains mécanismes physiologiques et
génétiques des relations hote-parasite doivent étre élucidés.

Nos connaissances sur le cycle du Plasmodium chez le moustique se limitent 2 des
descriptions morphologiques, alors qu'il est désormais indispensable de l'appréhender au
niveau moléculaire (Brey, 1991). La biologie moléculaire et la génétique offrent aujourd'hui des
outils performants et les programmes de recherches sur la compétence vectorielle n'en sont qu'a
leurs débuts : beaucoup de questions demeurent encore sans réponse. Comment 1'anophtle
parvient-t-il A localiser son hote vertébré ? Comment le parasite, aprés avoir évité le systétme
immunitaire d'un vertébré, arrive-t-il a éviter aussi celui du moustique ? Quelles sont les
conditions qui lui permettent de se développer dans telle espece d'anophele ? Comment le
systtme immunitaire du moustique tolere-t-il le Plasmodium ?

Le syst¢éme immunitaire des insectes, et surtout celui des diptéres, a suscité peu de
travaux. Les vecteurs de maladies ont une quantité infime d'hémolymphe (par analogie le sang
des vertébrés) et par conséquent, peu de cellules jouant un role dans les réactions immunitaires
(les hémocytes), ce qui entraine de sérieuses difficultés de manipulations. Cependant, les
travaux de Maudlin et Welburn (1988 a ; 1988 b) sur la compétence vectorielle de 1a mouche
tsé-tsé (Diptera : Glossinidae) vis-a-vis du trypanosome, parasite responsable de la maladie du
sommeil, montrent a quel point ce type de recherche ouvre des perspectives en mati¢re de lutte
antivectorielle. Les arthropodes ne possédent pas d'anticorps comme les mammifeéres, mais
sécretent des facteurs humoraux, appelés lectines, capables de distinguer le "soi" du "non-soi”.
Chez les glossines, les lectines contrdlent l'infestation de l'insecte par les trypanosomes
(Maudlin et Welburn, 1987).

Nous avons donc tenté d'apporter de nouvelles informations sur la compétence vectorielle
de l'anophele en travaillant sur un modele de paludisme de rongeur, Anopheles stephensi-
Plasmodium yoelii yoelii. Nous nous sommes intéressés au syst¢éme immunitaire de 1'anophele
et au stade parasitaire qui se retrouve au contact de ce systeéme : le sporozoite.

Nous avons caractérisé, dans un premier temps, le systtme immunitaire des anopheles
adultes en décrivant la composition cellulaire de I'hnémolymphe. Nous avons ensuite isolé des
sporozoites a partir d'anopheles chez qui ils effectuaient leur développement, "tolérés" par le
systéme immunitaire. Ces parasites, ainsi que des corps étrangers inertes, ont été injectés dans
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I'hémolymphe de moustiques sains dans le but de déclencher et de mettre en évidence des
réactions de défense de la part des moustiques.

La compétence du systéme immunitaire, c'est-a-dire son aptitude a distinguer le "soi" du
"non-soi", a fait l'objet d'une étude cytologique, en microscopie électronique, et d'une étude
enzymatique, grice au dosage des estérases. En effet, ces enzymes sont impliquées dans le
phénomene d'encapsulation humorale, réaction de défense caractéristique des moustiques
(Collins et al., 1991).

Enfin, nous avons voulu savoir si des sporozoites introduits artificiellement chez un
anophele étaient capables d'y achever leur développement. Pour ce faire, nous avons utilis€ une
méthode de dosage immuno-enzymatique afin de détecter la présence de sporozoites dans le
moustique. Cette technique est basée sur la révélation des antigénes de surface sporozoitaire.

Il m'aurait été difficile de respecter les objectifs fixés lors de 1a détermination du sujet, et
ce dans les délais assignés, sans le concours d'un certain nombre de personnes. Pour leur aide,
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1. Le paludisme.

Le paludisme est provoqué par la présence de protozoaires du genre Plasmodium
(Coccidiomorpha : Haemosporida). Trois espéces sont strictement humaines, Plasmodium
falciparum, P. ovale et P. vivax. La quatrieme, P. malariae, est sans doute partagée avec
d'autres primates (Danis et Mouchet, 1991).

Les especes plasmodiales parasites de mammiféres sont transmises par des moustiques de
la sous-famille des Anophelinae alors que celles parasites d'amphibiens, de reptiles ou
d'oiseaux le sont principalement par la sous-famille des Cwlicinae.

On dénombre actuellement 70 espéces d'anopheles (Diptera, Culicidae) vectrices du
paludisme humain et réparties dans le monde entier (OMS, 1985 a).

L1. Le cycle du paludisme.

Des moustiques a I'homme (ou autre vertébré), les parasites du genre Plasmodium ont un
cycle complexe. 1l fait intervenir deux hotes successifs :

- le moustique femelle, chez lequel se produit la multiplication sexuée (figure 1),

- 'homme ou un autre mammifere, o s'effectue la multiplication asexuée (figure 2).

1.1.1. Le développement du parasite dans le moustique.

Au cours d'un repas sanguin sur un sujet infecté, 'anophele préleve différents stades
parasitaires (figure 1). Tous seront digérés, a l'exception des gamétocytes sexués, formes
infestantes du Plasmodium pour le moustique (Gass, 1977).

Dans l'estomac, les gamétocytes femelles grossissent et se transforment en macrogametes
femelles, tandis que les gamétocytes miles subissent le processus d'exflagellation (Nijhout,
1979 ; Rosenberg et al., 1984) pour donner naissance a 8 gametes males flagellés (Strome et
Beaudoin, 1974).

La fécondation aboutit a 1a formation d'un zygote mobile : l'ookinete (Garnham et al.,
1969). Celui-ci traverse la paroi du tube digestif moyen et se transforme en oocyste (Strome et
Beaudoin, 1974 ; Hubert et al., 1991 ; Syafruddin et al., 1991). Le noyau de l'oocyste subit le
processus de méiose et les sporozoites s'individualisent (Beaudoin et al., 1974 ; Rosenberg et
Rungsiwongse, 1991). A maturité, les oocystes éclatent pour libérer dans I'hémolymphe des
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sporozoites "immatures" (Vanderberg et al., 1967 ; Garnham et al., 1969 ; Vanderberg, 1974).

Ceux-ci migrent vers les glandes salivaires, via 'hémolymphe, en moins de 24 heures
(Gabaldon et Ulloa, 1978). Ils se rassemblent alors au niveau du lobe médian et de la partie
distale des lobes latéraux (Garnham et al., 1963 ; Sterling et al., 1973 ; Vanderberg, 1974) : ils
deviennent alors infectants ou "matures" (Vanderberg, 1975).

Ainsi, I'anophtle est infectant, et au cours d'un repas de sang ultérieur, il injectera les
sporozoites, formes infectantes des plasmodies pour le vertébré (Rickman et al., 1990).

micro et macro
gametes

Fécondation

sporozoites
immatures

Migration des
sporozoites
sporozoites
matures

Figure 1 : Le cycle sexué du Plasmodium dans le vecteur femelle.

1.1.2. Le développement du parasite chez le vertébré.

Les sporozoites introduits dans le sang périphérique du vertébré (figure 2) subissent deux
transformations (Schneider, 1970) :
- la schizogonie hépatique dans les cellules du foie (Van den Berghe et al., 1950 ; Wery,

1966),
- 1a schizogonie érythrocytaire dans les globules rouges (Arnold et al., 1969 ; Berendt

et al., 1990).
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Figure 2 : Le cycle asexué du Plasmodium chez le mammifere.

1.1.2.1. La schizogonie hépatique.

Au cours d'une piqire, 'anophele infesté fait passer par sa salive un certain nombre de
sporozoites dans un vaisseau sanguin (Beier et al., 1991 b). Les parasites se répartissent dans
tout le corps via la circulation générale du vertébré. Les sporozoites qui aboutissent dans le foie
poursuivent leur développement (Graham et al., 1973 a; 1973 b).

Chacun des sporozoites infecte une cellule hépatique (Cox, 1992), et se transforme alors
en un trophozoite. Il se divise et forme en quelques semaines un schizonte (Landau et al.,
1976). A maturité, le schizonte hépatique éclate, et les mérozoites libérés vont envahir
l'organisme et initier la phase érythrocytaire (Van den Berghe et al., 1950 ; Beaudoin et Strome,
1973).
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1.1.2.2. La schizogonie érythrocytaire.

Les mérozoites libres envahissent les globules rouges sains (Arnold er al., 1969 ;
Schneider, 1970). Ils migrent au centre de I'hématie et se transforment en un anneau
caractéristique, le trophozoite. Les trophozoites matures, appelés "corps en rosace”, libérent des
mérozoites qui infectent 2 nouveau d'autres hématies (Beaudoin et Strome, 1973).

Apres plusieurs cycles érythrocytaires, certains parasites évoluent en microgamétocytes
mailes et en macrogamétocytes femelles (Schneider, 1970). Ces gamétocytes pourront étre
ingérés par un moustique femelle lors du repas de sang (Berendt et al., 1990).

1.2. L'historique de la parasitologie du paludisme.

1.2.1. Le paludisme humain.

En 1880, un médecin militaire frangais, Alfonse Laveran, découvre la cause de la maladie
ancienne et meurtriére, provoquant des fievres périodiques, et répandue en Afrique, en Asie, en
Amérique du nord et en Europe. "Le mal est di & une espece de "Contagium vivum", un
parasite dans le sang des malades”. On lui donne successivement le nom d'Oscillaria,
Haemamoeba, Haemosporidium, Haematozoon pour aboutir enfin & Plasmodium" (in Bruce-
Chwatt, 1980). Quelques années plus tard, les quatre especes responsables du paludisme
humain étaient identifiées : Plasmodium malariae (Laveran, 1881), Plasmodium vivax (Grassi
et Feletti, 1890), Plasmodium falciparum (Welch, 1897) et Plasmodium ovale (Stephens,
1922).

Entre 1885 et 1890, les phases évolutives du parasite dans le sang sont décrites
(Garnham, 1966). Le cycle de développement complet des plasmodies restera mystérieux
jusqu'en 1948, date a laquelle Shortt et Garnham apportent la preuve que Plasmodium
cynomolgi se développe dans les cellules hépatiques du singe.

Ronald Ross démontre, en 1897, que les relations hypothétiques entre le moustique et les
plasmodies sont bien réelles. Il observe des oocystes se développant chez "les moustiques aux
ailes tachetées"”, nom qu'il donne alors aux anopheles. L'année suivante, il décrit le cycle
complet de deux especes de Plasmodium chez le moustique, I'une aviaire et l'autre humaine. La
transmission des Plasmodium par les moustiques du genre Anopheles est établie (Ross, 1898).
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La premiére culture in vitro de P. falciparum est réalisée bien des années plus tard (Trager
et Jensen, 1976). Des études sur la sensibilité de 1'hématozoaire aux insecticides ou aux
antimalariques peuvent étre entreprises, ainsi que d'autres sur le parasite lui-méme dans I'espoir
d'un vaccin (Lambros et Vanderberg, 1979 ; Graves et al., 1984).

1.2.2. Le paludisme de rongeurs.

Au début du XXieme siecle, les découvertes successives sur les plasmodies parasites de
rongeurs vont drainer un grand nombre de travaux relatifs aux plasmodies humaines.

Ainsi, le British Museum décrit en 1938, Anopheles dureni (Diptera : Culicidae) a partir
d'un spécimen récolté en forét zairoise. Dés 1941, Vincke part sur le terrain, récolte des
femelles d'A. dureni et observe des sporozoites dans les glandes salivaires. La biologie de
I'anophtle est étudiée, en 1946, c'est une espece exophile, et ses préférences trophiques
identifiées, essentiellement des rongeurs et des animaux insectivores (Killick-Kendrick et
Peters, 1978).

En 1948, au Zaire, Vincke et Lips découvrent un spécimen de Grammomys surdaster
(Mammifere : Rongeur) avec de nombreux parasites sanguins. Le sang de ce rongeur est
inoculé A des rongeurs de laboratoire, permettant ainsi de décrire Plasmodium berghei. Pendant
ce temps, en Angleterre, Shortt et Garnham décrivent la phase hépatique de 1'hématozoaire.

En 1950, la confirmation de la transmission de P. berghei par A. dureni est apportée. Des
sporozoites, isolés de femelles infestées, sont inoculés a des rats blancs et leur évolution au
niveau du foie est suivie (Van den Berghe, 1948 ; Van den Berghe et al., 1950 ; Rodhain ez al.,
1955). P. berghei suscite déja beaucoup d'intérét car il se maintient facilement sur des rongeurs
de laboratoire.

Tres vite, la nécessité d'obtenir un vecteur expérimental se fait sentir car A. dureni est une
espece beaucoup trop fragile. Des essais sont réalisés avec Anopheles stephensi, Anopheles
aztecus et Anopheles quadrimaculatus mais la maturation des oocystes est incompleéte (Yoeli et
Wall, 1951 ; 1952 ; Yoeli et Most, 1960). En 1963, Yoeli, travaillant au Zaire, eut l'idée de
mesurer les conditions climatiques dans les zones boisées de captures d'anophtles infestés. La
température était de 22°C dans la galerie forestiére alors qu'a l'extérieur, il faisait 32°C. La
transmission cyclique de P. berghei chez A. quadrimaculatus puis chez A. stephensi est alors
réalisée, avec une production régulie¢re d'oocystes (Yoeli et al., 1964 ; Vanderberg et Yoeli,
1966 ; Vanderberg et al., 1968 ; Yoeli, 1973).
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Les années qui suivent permettront la découverte de nombreuses autres espéces de
plasmodies de rongeurs ainsi que leur adaptation sur des vecteurs expérimentaux ( Hawking et
al., 1957 ; Landau et Chabaud, 1965 ; Adam ez al., 1966 ; Garnham, 1966).

C'est ainsi que ces cycles de rongeurs ont remplacé peu a peu, au laboratoire, les modeles
avec plasmodies d'oiseaux. Aux Etats Unis, P. berghei est utilis€¢ dans le domaine de la
chimiothérapie et plus de 150 000 molécules antimalariques sont testées. Par la suite, 50 000
substances seront testées chaque année (Graves et al., 1984 ; Coosemans, 1991).

2. Les méthodes de lutte antipaludique.

2.1. Historique.

Le paludisme est décrit depuis 1'antiquité, provoquant des fievres épidémiques, mais
toujours en relation avec des perturbations climatiques provoquant des pluies, des inondations
ou des réserves d'eau stagnante. On décide alors d'éliminer les formes aquatiques du moustique
: les marécages sont assainis de fagon a éliminer tous les gites larvaires (in Danis et Mouchet,
1991).

On se protege aussi de fagon individuelle, avec des "filets", les ancétres des
moustiquaires actuelles, ou avec des fleurs de pyrethre (Danis et Mouchet, 1991 ; Pietra et al.,
1991).

Le traitement thérapeutique du paludisme débuta avec la découverte, en 1630, du
quinquina et de ses vertus curatives. Il faudra attendre le XIXieme si¢cle pour que des
pharmaciens isolent l'extrait chimiquement actif du quinquina : la quinine. Cette derniére est
alors utilisée en masse, soit en traitement curatif, soit en traitement préventif (Pietra e al.,
1991).

La lutte antivectorielle débute avec la découverte des propriétés insecticides du DDT en
1942. L'¢re de 1a lutte imagocide commengait, avec un seul but : éradiquer les moustiques donc
la maladie. Les habitants se protégeaient des anopheles dans leur domicile par des aspersions
d'insecticides. On espérait €liminer les moustiques alors qu'ils pénétraient dans les habitations
pour se nourrir. Les premiers résultats furent miraculeux : le paludisme €tait pratiquement
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éliminé du bassin méditerranéen, en Asie et aux Etats Unis (Gabaldon, 1951; Pampana, 1963).
Ailleurs, les résultats étaient contradictoires, tantot satisfaisants (Cameroun) tantdt décevants
(Afrique de I'Ouest et Inde). Seulement, des l'arrét des traitements, le paludisme repartait de
plus belle.

2.2. Les méthodes actuelles de lutte antivectorielle.

Aujourd'hui encore, devant I'ampleur de la maladie, les buts de la lutte antipaludique
restent les mémes, 2 savoir prévenir la mortalité, réduire la morbidité et les pertes socio-
économiques que provoque le paludisme (OMS, 1992 b). De plus, la lutte antivectorielle reste
la seule stratégie applicable dans toutes les zones endémiques (Van der Kaay, 1991; Knudsen et
Sloof, 1992).

2.2.1. Les insecticides de synthese.

L'éradication du paludisme grice a la disparition des anopheles a été envisagée lors de la
découverte des premiers insecticides de synthese, les organochlorés (DDT, dieldrine, HCH...).
Ceux-ci sont utilisés d'abord comme larvicides, puis comme imagocides en pulvérisations intra-
domiciliaires. Mais dés 1953, la résistance des anopheles aux organochlorés est signalée. Alors
on persévere dans la découverte d'insecticides nouveaux, comme les organophosphorés
(malathion, fénitrothion), les carbamates (propoxur) ou les pyréthrinoides (deltaméthrine,
perméthrine) (Harbach et al., 1990). Mais la plasticité génétique de la nature permet aux
anopheles de tolérer des doses d'insecticides qui auraient été létales pour une population
normale. Le résistance des vecteurs est le résultat de modifications génétiques des individus ou
de phénomenes €pigénétiques qui concernent les modifications du comportement des
populations vectrices, et en particulier l'exophilie (Mouches et al., 1986 ; Merryweather et al.,
1990 ; Poirié et Pasteur, 1991 ; OMS, 1992 a).

Devant cet €tat de fait, on préconise la prévention par la protection individuelle (Pietra
et al.,, 1991 ; Bermejo et Veeken, 1992). L'utilisation des moustiquaires imprégnées de
pyréthrinoides assure une excellente protection, notamment en Chine (Lu Bao Lin, 1988) et en
Afrique sub-saharienne, ol on a réduit de 90% la transmission anophélienne (Camevale et al.,
1992).

Cependant, la toxicité des insecticides pour les mammiferes et leur environnement
implique la recherche de solutions plus naturelles.
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2.2.2. Les agents de lutte biologique.

Les agents de lutte biologique peuvent étre des poissons larvivores, des larves de
Toxorhynchites (Diptera : Culicidae : Toxorhynchitinae) prédatrices de larves de moustiques
(Pichon et Riviere, 1979 ; Robert et al., 1983 ; Horio et Tsukamoto, 1985), des champignons
(Rafanomezantsoa-Randriambololona et al., 1992), des bactéries entomopathogenes (Zaritsky
et al., 1992) ou des insectes parasitoides (OMS, 1985 b).

Dans le cas du paludisme, seuls les poissons larvivores (Poecilidae), Gambusia ou
Poecilia (guppies), sont préconisés contre les larves d'anopheles. Leur utilisation reste
cependant limitée car les gites larvaires sont bien souvent temporaires et inaccessibles aux
poissons (Mouchet et al., 1991).

Les bactéries entomopathogeénes, largement utilisées en agriculture, se sont avérées
toxiques pour les larves de moustiques. Bacillus thuringiensis sérotype H14 est trés efficace
contre les larves de simulies mais beaucbup moins sur celles d'anopheles. En effet, les
formulations sédimentent treés vite au fond des gites alors que les larves d'anophtles se
nourrissent en surface. La recherche tente maintenant de faire produire la protéine toxique de
Bacillus chez des bactéries qui ont la capacité de rester 2 la surface de 1'eau (Dobrokhotov,
1991).

2.2.3. Les autres méthodes de lutte.

Les programmes d'aménagements de l'environnement visent a éliminer les gites larvaires
afin de réduire les populations vectrices.

Les méthodes génétiques peuvent également participer activement 2 la lutte antivectorielle
(Tibayrenc et Ayala, 1991).

Les lachers de mailes stériles dans la nature n'ont pas eu le succés escompté par manque
de compétitivité avec les males sauvages (Akram et Aslamkhan, 1975 ; Mouchet ez al., 1991).

Depuis quelques années, des souches d'anopheles réfractaires au Plasmodium sont
sélectionnées (Al-Mashhadani et al., 1980 ; Collins et al., 1986; Sluiters et al., 1986). La
résistance a I'hématozoaire du paludisme, phénomene contr6lé génétiquement (Frizzi et al.,
1975 ; Vernick et al., 1989), se traduit par 'encapsulation humorale du parasite au niveau du
tube digestif (Vernick et Collins, 1989). De récents travaux indiquent que les estérases,
enzymes impliquées dans la résistance des vecteurs aux insecticides, le sont également dans la
sensibilité des anopheles au Plasmodium (Collins et al., 1991 ; Poirié et Pasteur, 1991).
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Actuellement un espoir réside dans les moustiques transgéniques (Crampton et al., 1990
a). La mise au point de tels moustiques nécessite d'introduire de I'ADN étranger dans les
lignées germinales des anopheles en utilisant des éléments capables de s'intégrer au génome du
moustique. Les succes du transport de geénes chez la drosophile grice au transposon P de
Drosophila melanogaster (Diptera : Drosophilidae) (Rubin et Spradling, 1982 ; Spradling et
Rubin, 1982 ; Laski et al., 1986 ; Rio et al., 1986) laissent espérer une extension 3 d'autres
espéces (Brennan et al., 1984). Malheureusement, les essais sur Locusta migratoria (Orthoptera
: Acrididae) ont été infructueux (Walker, 1989) et ceux sur Anopheles gambiae (Miller et al.,
1987), Aedes triseriatus (Diptera : Culicidae) (McGrane et al., 1988) et Aedes aegypti (Morris
et al., 1989) indiquent que l'intégration d'ADN réussie n'est probablement pas due a 1'€lément
P. On s'oriente maintenant vers la recherche de transposons endogénes aux moustiques
(Crampton et al., 1990 a ; 1990 b).

2.3. La chimiothérapie du paludisme.

Le traitement et la prophylaxie du paludisme se sont longtemps résumés a l'ingestion de
doses de quinine. La pharmacologie des antipaludiques de synthese s'est alors développée, les
allemands découvrent les amino-4-quinoléines (chloroquine) et les américains, les sulfamides
(proganil) (Danis et Mouchet, 1991). Mais 12 encore, la pression de sélection est telle que dés
1960, les premieres souches de P. falciparum résistantes aux amino-4-quinoléines apparaissent
en Amérique du Sud et en Asie (Gentilini et al., 1984). La chimiorésistance est maintenant
signalée partout dans le monde et les médecins sont contraints de proposer des associations
médicamenteuses. La carence en antipaludiques est réelle, et les derniers nés (méfloquine et
halofantrine) ne présentent pas 1'efficacité espérée (Danis et Mouchet, 1991 ; OMS, 1991 c;
Van Kessel et Lelijveld, 1992).

2.4. Les perspectives.

Les stratégies classiques de lutte antipaludique aboutissent & une impasse car le paludisme
est en recrudescence partout dans le monde (OMS, 1991 a). Ce bilan montre & quel point les
axes de recherche auraient dii étre diversifiés beaucoup plus tot. La recherche fondamentale sur
les relations hote-parasite a fait d'énormes progres ces dix derniéres années mais cela reste
encore insuffisant devant 'ampleur de la maladie (Van der Kay, 1991).

Les nouvelles technologies permettent d'isoler deux thémes de recherches porteurs
d'espoir : 1a compétence vectorielle et le vaccin.
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Quelques souches d'anopheles résistantes au développement plasmodial sont
sélectionnées (Al-Mashhadani et al., 1980 ; Collins et al., 1986).

Le génome d'A. gambiae, organisé€ en trois paires de chromosomes, vient d'étre cloné
(Kitzmiller et Masson, 1967 ; Jost et Mameli, 1972 ; Chowdaiah et Seetharam, 1975 ; Zheng et
al., 1991). Les génes codant pour certains antigénes parasitaires sont également clonés et
ouvrent des perspectives vaccinales (Wortman et al., 1989 ; Frontali et Pizzi, 1991 ; Sina et
Hollingdale, 1991).

Ces progres laissent espérer la compréhension des bases moléculaires de la compétence
vectorielle (Frizzi et al., 1975). En priorité, la recherche doit s'appliquer 2 identifier les génes
du moustique et du Plasmodium qui interviennent dans le développement parasitaire, ainsi que
les mécanismes immunitaires et leurs enzymes associées, responsables de la résistance ou de la
sensibilité du vecteur.

La lutte contre les anopheles doit s'orienter vers 1'étude de tout ce qui peut perturber la
maturation du Plasmodium chez le moustique dans le but d'interrompre la transmission du
parasite. Cette idée avait déja été proposée (Garrett-Jones, 1964) mais elle avait eu alors peu
d'adeptes. En 1991, I'OMS reprend le flambeau et préconise de déterminer les bases
moléculaires de la compétence vectorielle (Dobrokhotov, 1991 ; OMS, 1991 b).

3. La compétence vectorielle.

Le devenir d'un systéme hote-parasite est conditionné par l'alternative suivante (Lackie,
1980) :

- 1a mort de I'h6te provoquée par les dommages du parasitisme,

- 1a coexistence entre 'hGte et le parasite, avec une évolution qui résulte souvent de

milliers d'années.

Cette adaptation du parasite a 1'hote, et vice versa, aboutit 3 un vecteur dont le systéme
immunitaire tolere le parasite (Ball, 1965 ; Yoeli, 1973).
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L'étude de la compétence vectorielle a pour but de définir (OMS,1991 b) :

- le comportement, la neurobiologie et la chimie des mécanismes de recherche de 1'héte
par les anopheles,

- les interactions du Plasmodium avec le moustique afin d'identifier les génes de I'hote et
du parasite qui régulent le développement du parasite,

- les mécanismes responsables de la résistance de I'anophele vis-a-vis du parasite, en
particulier au niveau du syst¢me immunitaire du moustique, des enzymes ou des facteurs
humoraux associ€s a cette résistance et d'en identifier les geénes correspondants,

- d'autres souches d'anopheles réfractaires au Plasmodium afin d'obtenir des modeles
supplémentaires d'étude de la génétique et de la base moléculaire de la résistance.

Si l'on s'intéresse au systéme vecteur-parasite responsable du paludisme, les phases
critiques du développement du Plasmodium dans le moustique (Warburg et Miller, 1991) se
situent au niveau : -

- du tube digestif, avec l'ingestion des gamétocytes, la barriere "membrane péritrophique”

et l'invasion de I'épithélium par les ookinétes,

- de 'némolymphe, lors de la migration des sporozoites immatures libérés des oocystes,

- des glandes salivaires, avec I'invasion de certaines parties des lobes par les sporozoites.

3.1. Le tube digestif.

3.1.1. L'ingestion des gamétocytes.

Lors d'un repas sanguin sur un hote infecté, 'anophele préleve le parasite a différents
stades. Seuls les gamétocytes échappent a la digestion et poursuivent leur développement
(Gass, 1977).

Chez le moustique, la libération du gamétocyte de son enveloppe érythrocytaire, la
formation des gametes femelles et I'exflagellation des gametes males sont contrlées par des
changements physico-chimiques, comme la baisse de température et du pH (Rosenberg et al.,
1984 ; Warburg et Miller, 1991), et par un facteur présent au niveau de la téte et du tube
digestif, nommé "mosquito exflagellator factor" ou MEF (Nijhout, 1979). Le MEF est un
peptide de 10 kD (Sinden et Kawamoto, 1991) qui ne semble cependant pas étre obligatoire
pour le développement parasitaire.
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Des injections de sang parasité dans 'hémolymphe provoquent également l'exflagellation
des gametes males (Weathersby et Mac Call, 1968). L'infectivité des gamétocytes pour le
moustique est d'autant plus importante que la parasitémie asexuée est élevée (Sinden, 1991).
Elle peut étre diminuée lors de l'ingestion d'anticorps anti-gamétocytes avec le repas sanguin
(Carter et al., 1979) ou de certaines substances antimalariques (McCarthy et Clyde, 1973 ;
Samish et al., 1991).

La migraton des microgametes et la fécondation peuvent &ure inhibées dans le moustique.
Ces phénomenes semblent dépendre du groupe sanguin du vertébré sur lequel la femelle s'est
gorgée (Carter et al., 1979). Le systéme immunitaire et les enzymes digestives du moustique ne
semblent intervenir qu'au moment de la formation de l'ookinete (Freyvogel, 1980 ; Collins et
al., 1991).

3.1.2. La membrane péritrophique.

La membrane péritrophique des vecteurs de maladies a longtemps été considérée comme
un obstacle 2 l'infestation parasitaire (Le Berre, 1967 ; Billingsley, 1990 a ; Walters er al.,
1992). Chez l'anophtle, c'est une membrane de sécrétion qui se forme autour du bol
alimentaire au moment de la digestion, puis disparait environ 72 heures apres, une fois le sang
digéré (Billingley, 1990 a). Contrairement aux Aedes, la membrane péritrophique d'Anopheles
est ouverte et contient des résidus sucrés mais pas de chitine (Berner et al., 1983).

L'ookinete doit traverser la membrane péritrophique pour atteindre la bordure en brosse
de I'épithélium digestif (Syafruddin et al., 1991). Les ookinétes détruisent la membrane
péritrophique grice 2 une chitinase qui digeére la chitine lorsqu'elle en contient (Huber ez al.,
1991). Dans le cas contraire, des liaisons spécifiques interviennent par le biais de lectines
membranaires (Freyvogel et Staiibli, 1965 ; Peters et al., 1983 ; Rubin et Hecker, 1989 ; Huber
et al., 1991 ; Sieber et al., 1991). La découverte du role des chitinases parasitaires est la seule
démonstration qu'une molécule, spécifique d'un stade parasitaire, peut influencer la compétence
vectorielle.
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3.1.3. L'épithélium du tube digestif.

Les ookinetes traversent 1'épithélium digestif par des voies intra et extra-cellulaires
(Miller, 1991; Syafruddin et al., 1991 ; Warburg et Miller, 1991). Certaines enzymes
(Freyvogel, 1980) ainsi qu'une substance érythrocytaire libérée lors de la digestion,
controleraient la capacité des ookinetes A pénétrer cet I'épithélium (Rosenberg et al., 1984). La
phénoloxydase semble également impliquée dans les relations Anopheles-Plasmodium. Chez un
individu réfractaire au parasite, l'activité phénoloxydasique est trés supérieure a ce qu'elle est
chez un individu sensible (Paskewitz et al., 1989).

Gwadz et ses collégues (1989) provoquent la lyse des ookinetes dans I'épithélium du tube
digestif en injectant des peptides antibactériens de grenouille dans le moustique (cécropines et

magainines). N ¥ ia ol e

D'autres systémes de reconnaissance moléculaire semblent impliqués mais sont encore a
définir. Comment 'ookinéte est-t-il reconnu par I'épithélium du tube digestif ? L'ookinete
utilise t-il des mécanismes d'invasion semblables & ceux utilisés par les mérozoites pour envahir
les globules rouges (Sina et Hollingdale, 1991) ? Comment 1'ookinéte se fait-il reconnaitre
comme "soi” ou comme "non-soi" par le moustique ? S'il est reconnu comme "non-soi",
comment échappe-t-il aux réactions du syst¢me immunitaire ?

Les oocystes se développent au contact de I'hnémolymphe, entre les cellules épithéliales et
la lame basale de 1'épithélium digestif. Ils sont entourés d'une double membrane dont une partie
dérive du moustique (Vanderberg et al., 1967). 11 arrive cependant que des oocystes jeunes
soient encapsulés par un phénomeéne humoral, ie sans participation cellulaire, chez les
moustiques réfractaires au Plasmodium (Collins et al., 1986).

' L'encapsulation humorale est considérée comme la réaction de défense majoritaire chez
les moustiques (Gotz, 1986 ; Brey et al., 1988 ; Ashida et al., 1990). Les enzymes de la
cascade prophénoloxydasique et celles du tube digestif font partie intégrante de ce systéme de
défense en provoquant la synthése de la mélanine et son dépdt autour du corps étranger
encapsulé (Frizzi et al., 1975 ; Collins et al., 1991). L'activité enzymatique dans le tube digestif

semble également influencer la maturation des oocystes (Freyvogel et al., 1968).
Ce

e e
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Le développement des oocystes peut aussi €tre influencé par différents sucres P
(Weathersby et Noblet, 1973), le nombre ou la qualité des repas sanguins (Gass, 1977 ;
Vaughan et al., 1988 ; Samish ez al., 1991), des sels (Noblet et Weathersby, 1973 ; Peters et

Ramkaran, 1980) ou des microsporidies (Bano, 1958 ; Jadin ez al., 1966).
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3.2. L'hémolymphe.

A maturité des oocystes, les sporozoites immatures sortent par effraction et se retrouvent
dans I'hémolymphe. On estime A 20% la proportion d'entre eux qui atteint les glandes salivaires
(Rosenberg et Rungsiwongse, 1991). La traversée de I'hémolymphe par les sporozoites reste
un mystere (Freyvogel, 1980) alors que c'est A ce niveau que le parasite entre en contact avec
les cellules immunitaires de I'anophele (Christensen et Forton, 1986 ; Brey et al., 1988).

De quelle fagon arrive-t-il & échapper au systtme de défense, 3 ne pas déclencher
l'encapsulation humorale ? Comment se dirige t-il pour migrer vers les glandes salivaires ? Une
hypotheése a été émise sans jamais avoir été ni infirmée ni confirmée : la stratégie du
Plasmodium au moment de migrer du tube digestif vers les glandes salivaires est de submerger
le syst¢me immunitaire par un nombre impressionnant de sporozoites (Foley, 1978 ; Bayne,
1984). Ce phénomene d'évitement du systéme immunitaire, soit par immunodépression, soit
par débordement, est inconnu mais mérite cépcndant toutes les attentions pour caractériser enfin
les mécanismes impliqués dans la compétence vectorielle. La production excessive de
sporozoites par les oocystes est un argument en faveur du débordement (Pringle, 1965 ;
Rosenberg et Rungsiwongse, 1991).

Des changements physico-chimiques existent entre I'hémolymphe d'un moustique infesté
et celle d'un moustique sain (Mack et al., 1979 a; 1979 b ; Maier et al., 1987).

La présence d'albumine stimule la motilité des sporozoites (Vanderberg, 1974).

I1 existerait également un facteur toxique au niveau de I'hémolymphe d'anophele et de
Culex réfractaires au Plasmodium, qui empécherait les sporozoites injectés dans I'hémolymphe
de migrer vers les glandes salivaires (Weathersby et Mac Call, 1968 ; Rosenberg, 1985 ;
Warburg et Miller, 1991).

3.3. Les glandes salivaires.

Les mécanismes de reconnaissance et d'invasion des glandes salivaires par le
Plasmodium sont inconnus. Chez les moustiques sensibles au parasite, les sporozoites se
concentrent dans les parties distales des lobes latéraux et des lobes médians, 13 ou le canal
salivaire ne contient pas de chitine (Sterling et al., 1973). Des expériences de transplantations
de glandes salivaires d'une espece d'anophtle 2 une autre indiquent que les sporozoites
n'envahissent les glandes salivaires que de 'hGte compétent (Sinden, 1984 ; Rosenberg, 1985).
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Les sporozoites immatures et matures sont identiques morphologiquement mais
présentent des antigénes de surfaces différents (Aikawa et al., 1981). Ils sont recouverts d'une
protéine de surface majoritaire, la protéine circum-sporozoite ou CSP (Vanderberg et al.,
1972). Cette protéine CS se met en place dans l'oocyste et est indispensable pour l'infectivité
des sporozoites matures (Nussenzweig et Nussenzweig, 1985). Chez le vertébré, elle est
capable d'engendrer une réaction immunitaire mais permet aussi l'invasion des hépatocytes par
les sporozoites (Kolota, 1984 ; Warburg et Miller, 1991).

L'étude du génome des sporozoites révele qu'il existe une seule copie du géne codant
pour la protéine CS (Godson, 1985 ; Nussenzweig et Nussenzweig, 1985 ; Zavala et al.,
1985 ; Wortman et al., 1989). La synthése d'un trés grand nombre de CSP et son apparition
des le stade oocyste, semblent indiquer un role de la protéine dans I'hémolymphe ainsi qu'au
moment de la pénétration des glandes salivaires, mais aucune preuve formelle n'est encore
disponible.

Les lectines sont également soupgonnées d'intervenir lors de la pénétration des glandes
salivaires. Des sites récepteurs de lectines' (Rosenberg, 1985 ; Perrone et al., 1986) ont été
identifiés sur certains lobes de glandes salivaires chez A. aegypti alors qu'aucun n'est
disponible 2 la surface des sporozoites (Rudin et Hecker, 1989).

4. Les vaccins anti-paludisme.

La vaccination des hommes ou des animaux est reconnue comme la meilleure méthode
pour contrdler 1'évolution des maladies. Des recherches sont en cours pour tenter de mettre au
point des vaccins contre des protozoaires ou des nématodes : on provoque une réponse
immunitaire par des antigénes spécifiques de parasite (Ramasamy and Ramasamy, 1990 a ;
1990 b). L'ampleur de la maladie et ses difficultés de traitement ont stimulé les recherches de
vaccins efficaces. Les principes de l'immunité acquise des mammiferes vis-a-vis du
Plasmodium ont été définis depuis 1930 par Sergent et Taliaferro mais la complexité des
phénomenes immunologiques reste un obstacle difficilement surmontable (McGregor, 1965 ;
Gobert et al., 1972 ; Claman, 1973).

La réponse immunitaire est spécifique de chacune des espéces plasmodiales et de chacun

des stades parasitaires (Ungureanu et al., 1980 ; Knowles et al., 1984 ; Godson, 1985 ;
Nussenzweig, 1990).
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Les connaissances acquises sur le cycle de développement du Plasmodium permettent de
définir trois cibles potentielles qu'un vaccin pourrait atteindre :

- le sporozoite, forme infectante pour le vertébré et inoculé par I'anophele,

- le mérozoite, forme responsable des symptomes de la maladie,

- le gamétocyte, forme infestante pour I'anophele et responsable de la transmission de la

maladie.

La culture de P. falciparum dans des hématies humaines n'est possible que depuis 1976
(Trager et Jensen, 1976). Les techniques ont €€ améliorées mais ne permettent pas de fabriquer
de grandes quantités de parasites pour obtenir un vaccin en quantité suffisante. C'est pourquoi
les chercheurs s'orientent vers la fabrication d'un vaccin par génie génétique (Herrington et al.,
1987 ; 1991 ; Vreden et al., 1991). Plusieurs antigénes parasitaires ont été identifi€s comme
étant potentiellement vaccinants.

Il existerait, en outre, une possibilité d'utiliser les antigénes spécifiques du vecteur lui-
méme dans le but de contrdler le moustique de fagon immunologique (Vaughan et Azad, 1988 ;
Contreras et Beier, 1992). On sait, depuis quelques années, que des composants salivaires ou
digestifs induisent également une réponse immunitaire chez le vertébré (Wikel, 1982 ;
Ramasamy et al., 1988).

4.1. Le vaccin anti-sporozoite.

L'idée de fabriquer un vaccin anti-sporozoite repose sur deux observations importantes :

- les sporozoites sont capables, a 1'état unitaire, d'engendrer un accés pemicieux chez le
vertébré (Rickman et al., 1990),

- l'injection de sporozoites irradié€s 2 un vertébré induit la synthe¢se d'anticorps, lui
procurant ainsi une certaine protection (Nussenzweig et al., 1969 ; 1972 ; Alger et
Harant, 1976 ; Tapchaisri et al., 1983 ; Herrington et al., 1987).

Le sporozoite est considéré comme un stade parasitaire envahisseur. On peut espérer le
contrOler au niveau de la circulation sanguine ou des hépatocytes, chez le vertébré, mais
également chez l'insecte vecteur.

L'équipe de Nussenzweig est a l'origine des grandes découvertes sur les antigénes de
sporozoites. Comme nous l'avons vu précédemment, les sporozoites ont, a leur surface, une
protéine membranaire majoritaire, la protéine "circum-sporozoite” (Aikawa et al., 1981 ;
Golenda ez al., 1991). Ils posseédent également un autre antigéne de surface nommé CSP-2
(Hollingdale et al., 1990).
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La CSP est composée d'une séquence de 4 acides aminés (Asn-Ala-Asn-Pro- ou NANP)
répétée un grand nombre de fois. Cet €pitope principal est reconnu par les lymphocytes B et
induit la formation d'anticorps chez un vertébré (Zavala et al., 1983 ; Lagardére, 1991).

Un vaccin dirigé contre la protéine CS a été fabriqué et injecté & des volontaires.
Malheureusement, les taux d'anticorps fabriqués chez I'homme sont trés inférieurs 3 ceux
obtenus sur les modeles animaux (Potocnjak et al., 1980 ; Yoshida er al., 1980 ; Herrington ez
al., 1987 ; Etlinger et al., 1988 ; Vreden et al., 1991). Les modeles animaux réveélent également
que la protection contre les sporozoites est due 2 la stimulation des lymphocytes B et T (Alger et
Harant, 1976 ; Kolota, 1984). Des travaux récents tentent d'inclure au vaccin des auxiliaires
aptes A stimuler les lymphocytes T afin d'obtenir une protection plus satisfaisante chez 'homme
(Ballou et al., 1987 ; Herrington et al., 1991).

On peut également atteindre les sporozoites dans le vecteur afin de limiter la transmission.
En effet, les anticorps qu'un anophele ingére avec le repas de sang traversent le tube digestif et
se retrouvent dans I'hémolymphe en trois heures (Vaughan et Azad, 1988). Ce potentiel de
régulation de la transmission semble imbortant surtout quand il s'agit d'anticorps anti-
sporozoites. Ils se fixent soit sur les oocystes jeunes et induisent une surproduction de
sporozoites, soit sur les sporozoites immatures libres dans 'hémolymphe et diminuent
l'infestation des glandes salivaires (Vaughan et al., 1988). Toutefois, il semble que ce
phénomene soit sans incidence épidémiologique dans les zones de forte endémie (Beier et al.,
1989).

4.2. Le vaccin anti-mérozoite.

Les mérozoites sont présents dans le développement parasitaire lors de la phase hépatique
et érythrocytaire. Contrairement aux sporozoites, les antigénes de mérozoites sont tres
nombreux. Ils sont testés in vitro pour évaluer leur immunogénicité. Actuellement, on dispose
de trois antigénes potentiellement vaccinants.

Les mérozoites du stade hépatique ont longtemps €té négligés car on supposait que les
antigénes parasitaires n'étaient pas accessibles au syst¢me immunitaire. L'intérét d'un vaccin
contre ce stade serait de bloquer l'invasion des hépatocytes par les sporozoites.

Le principal antigéne du schizonte mature est la protéine LSA, "liver stage antigen”,
constituée de séquences répétées tout comme la protéine CS (Guérin-Marchand et al., 1987 ;
Hollingdale et al., 1990). Malgré les difficultés de culture (Hollingdale ez al., 1983), le géne
codant pour l'antigéne LSA a été isolé et exprimé chez Escherichia coli (Guérin-Marchand et
al., 1987). Le peptide synthétique correspondant a été inoculé 2 des singes mais il ne provoque
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qu'une protection partielle (Patarroyo et al., 1988).

La protéine CS joue également un réle au moment de l'invasion des hépatocytes par les
sporozoites. Elle sert de ligand et se lie aux récepteurs présents sur les cellules du foie (Cox,
1992). Les phénomenes immunitaires sont également trés complexes mais l'invasion des
hépatocytes peut €tre inhibée par l'interleukine-1 si elle est présente avant l'entrée des
sporozoites dans les cellules hépatiques (Mellouk ez al., 1987).

Les mérozoites ont une phase érythrocytaire durant laquelle ils induisent les symptomes
cliniques du paludisme. Un vaccin contre le stade sanguin du parasite aurait une incidence sur la
mortalité palustre.

Un des antigénes importants de 'hématie parasitée est nommé RESA, "ring erythrocyte
surface antigen". Il provoque in vitro la fabrication d'anticorps qui préviennent, dans certains
cas, contre une réinvasion (Vernes et al., 1984 ; Patarroyo et al., 1988).

La troisieme catégorie de protéines étudiée est constituée par les points d'attaches par
lesquels les mérozoites se lient aux érythrocytes, les rhoptries parasitaires (Sinden, 1985 ;
Lagardere, 1991).

4.3. Le vaccin anti-gamétocyte.

On connait mal les antigénes des gamétocytes mais de récentes études indiquent qu'il
existe des anticorps anti-gamétocytes chez des sujets impaludés (Bruce et al., 1990). Ces
anticorps n'ont aucun effet sur le parasite, mais lorsqu'ils sont ingérés par le moustique,
bloquent la transmission (Carter et al., 1979 ; Ramasamy et Ramasamy, 1990 a).

Cependant, l'idée d'un vaccin anti-gamétocyte est trés controversée. Son effet serait de
bloquer la transmission du Plasmodium de 'homme au moustique (Gwadz, 1976 ; Danis et
Mouchet, 1991). Ce vaccin "altruiste” n'éviterait pas la maladie de I'homme parasité mais
empécherait que d'autres sujets soient infectés. Il conviendrait alors de l'associer 2 un vaccin
capable de protéger du paludisme.

Sachant qu'il existe une relation directe entre le nombre de gamétocytes ingérés et le
nombre d'oocystes formés, des essais sont réalisé€s sur des modeles animaux (Gwadz, 1976 ;
Carter et Chen, 1976 ; Sinden, 1991). La perte d'infectivité des gamétocytes pour le moustique
est provoquée par l'augmentation de la parasitémie asexuée chez le vertébré (Petit et al., 1982).
L'ingestion d'anticorps anti-gamétocyte module également l'infectivité des gamétocytes chez le
moustique, et ce, en fonction du titre d'anticorps (Mendis et al., 1987 ; Peiris et al., 1988).
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4.4. Vers un vaccin multivalent.

Nous venons de voir qu'aux modifications morphologiques du parasite correspondent
des modification antigéniques profondes. L'idée d'obtenir un vaccin efficace contre tel ou tel
stade du Plasmodium évolue progressivement vers celle d'un vaccin multivalent (Langsley,
1988 ; Ramasamy et Ramasamy, 1990 b). Les premiers essais effectués sur le terrain sont
porteurs d'espoir (Cox, 1993).

Les progres récents sur les antigenes parasitaires indiquent que les cibles potentielles de
chacun des candidats vaccins ne sont pas aussi strictes que l'on pensait. Des antigeénes
communs sont identifiés entre les sporozoites et les gamétocytes, les sporozoites et les stades
hépatiques et les stades hépatiques et érythrocytaires (Hollingdale et al., 1983 ; Sina et
Hollingdale, 1991).

Le vaccin anti-paludisme promis depuis de nombreuses années a bien du mal 2 voir le
jour devant un parasite "caméléon”. Il semble alors intéressant de ne pas négliger les recherches
sur la possibilité d'un vaccin anti-transmission car il permettra peut-étre d'obtenir un moyen
efficace de limiter 1'extension de la maladie (Targett, 1991).

La transmission du Plasmodium de 'homme 2 l'anophele peut étre affectée par divers
autres anticorps, dirigés soit contre des antigénes du moustique, soit contre des antigénes des
stades parasitaires dans le moustique.

Chez Anopheles stephensi, on observe une mortalité accrue apres un repas de sang pris
sur un lapin immunisé avec des antigénes de tube digestif (Alger et Cabrera, 1972).
L'immunisation de lapin avec des broyats d'Aedes aegypti entiers, des fragments d'abdomen
ou de tube digestif entraine une réduction de la fécondité chez des moustiques gorgés
(Sutherland et Ewen, 1974 ; Ramasamy et al.,1988 ; Ramasamy ef al., 1990). Des observations
similaires sont faites chez des glossines nourries sur des lapins immunisés avec des symbiontes
du tube digestif de 1a mouche (Nogge, 1978). Des immunisations de vertébrés avec des
antigénes de surface de gametes (Gwadz, 1976), zygotes et ookineétes (Vermeulen et al., 1985)
bloquent également l'infectivité du parasite vis-3-vis du moustique quand les anticorps sont
ingérés avec le repas sanguin infectieux (Peiris et al., 1988).

L'immunisation de souris avec des glandes salivaires de moustique protége la souris de

l'infection par le parasite (Alger et Harant, 1976), alors qu'une immunisation avec des tétes
entiéres ne provoque aucune protection particuliere (Ramasamy et Ramasamy, 1990 a ).
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Ces travaux permettent de mieux comprendre les relations "intimes” entre le moustique et
le Plasmodium mais le puzzle est loin d'étre achevé. Le domaine de I'immunité des insectes
vecteurs de maladie peut également contribuer a la compréhension des systémes hotes-parasites.

5. L'immunité chez les insectes : état actuel des connaissances.

La compétence vectorielle offre de nouveaux espoirs de lutte contre le paludisme mais les
connaissances sur le syst¢éme immunitaire des dipteres, et des moustiques en particulier, font
cruellement défaut. Nous proposons donc de dresser 1'état des connaissances acquises chez les
dipteres.

5.1. Introduction.

La premiére description d'une réaction de défense chez un invertébré date de 1822,
lorsque Metchnikoff met en évidence le phénomene de phagocytose chez une larve d'étoile de
mer. Entre 1891 et 1910, Cunéot fut le premier a révéler l'existence des organes lymphoides
chez les crustacés et les insectes, organes qui joueraient un rdle dans la phagocytose et la
multiplication cellulaire.

Les insectes, comme tous les autres animaux, possédent un milieu interne,
I'hémolymphe. L'hémolymphe contient des cellules, des sels minéraux, des protéines, des
acides aminés libres et de 1'eau (Jones, 1953 a). Son réle est de transporter les matiéres
nutritives et les hormones, de distribuer les produits du métabolisme et les enzymes qui
détoxifient certains produits chimiques et de débarrasser I'organisme des micro-organimes, des
parasites et des particules solides (Mack et Vanderberg, 1978).

La compétence d'un systéme immunitaire est définie comme sa capacité a distinguer le
"s0i" du "non-so0i". Chez l'insecte, elle est due 2 1'action combinée des cellules immunitaires,
des facteurs humoraux de 'hémolymphe et de la coagulation.

Nous allons présenter les cellules immunitaires décrites chez les insectes puis les

différents mécanismes immunitaires mis en jeu, avec une mention particuliére pour les
Culicidae.
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5.2. Les cellules immunitaires.

L'hémolymphe des insectes est composée du plasma et de cellules nucléées, les
hémocytes. Les hémocytes sont soit des cellules libres, en circulation dans le plasma, soit des
cellules adhérant de fagon lache aux organes (Brehélin, 1977).

La classification des hémocytes d'insectes a toujours €té controversée. De nombreux
types ont été décrits, avec des divergences selon l'espéce étudiée et 1'auteur. En 1986, Brehélin
et Zachary proposent d'établir une nouvelle classification des hémocytes d'insecte (Brehélin et
Zachary, 1986).

On distingue classiquement 9 types d'hémocytes : les prohémocytes, les plasmatocytes,
les oenocytoides, les cellules a sphérules, les thrombocytoides, et trois types de granulocytes.
Ainsi, il est possible de caractériser une espece par les types d'hémocytes présents et leurs
concentrations respectives. Les moustiques sont connus pour leur pauvreté en hémocytes
circulants, soit moins de 4000 cellules paf millimetre cube d'hémolymphe (Jones, 1953 a ;
1962).

5.2.1. Les prohémocytes.

Les prohémocytes sont de petites cellules arrondies avec un gros noyau. Le cytoplasme,
peu développé, est riche en ribosomes libres. Le réticulum endoplasmique rugueux (RER) est
peu développé. Les mitochondries sont petites et peu nombreuses.

Ces cellules sont supposées €tre celles des organes hématopoiétiques, ie les cellules
souches des hémocytes, car on les observe presque toujours en mitose (Beaulaton, 1979 ;
Kaaya et Ratcliffe, 1982 ; Brehélin et Zachary, 1986). Elles sont présentes dans toutes les
especes étudiées A ce jour, et correspondent aux "prohémocytes” de la littérature antérieure a
1986.

5.2.2. Les plasmatocytes.
Les plasmatocytes sont trés polymorphes et amoeboides : quand ils sont en contact avec
un support (lame de verre...), ils émettent des pseudopodes (Wago et Ichikawa, 1979 b ;

Wago, 1980 c) ou des voiles (Foley, 1978). Ces hémocytes ont un grand noyau rond ou
ovoide, placé au centre du cytoplasme. On observe des ribosomes libres trés nombreux, un
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réticulum endoplasmique rugueux bien développé et de nombreuses mitochondries.

Leurs fonctions principales sont la phagocytose, la formation de capsules (Rowley et
Ratcliffe, 1976 ; Wago, 1980 b ; Chen et Laurence, 1985) ou de nodules (Rahmet-Alla et
Rowley, 1989) autour des corps étrangers.

Les plasmatocytes sont décrits chez les 1épidopteres et quelques dipteres (Harpaz ez al.,
1969 ; Kaaya et Ratcliffe, 1982). Ils correspondent aux "plasmatocytes agranulaires” (Ratcliffe
et Rowley, 1981), aux "plasmatocytes typiques” (Brehélin et Zachary, 1983) ou aux
"lamellocytes" de Drosophiles (Rizki, 1957).

5.2.3. Les oenocytoides.

Les oenocytoides sont des cellules de grande taille avec un faible rapport noyau-
cytoplasme. Le noyau, rond, est toujours excentré dans la cellule. Les organites cytoplasmiques
sont peu nombreux (mitochondries, appareil de Golgi, RER) et les inclusions de types granules
sont rares. On observe cependant des microtubules et des fibres chez les Lépidopteéres (Akai et
Sato, 1973) ou des cristaux chez les drosophiles (Rizki et Rizki, 1959 ; Brehélin, 1982).

Les test cytochimiques réalisés chez les moustiques (Drif et Brehélin, 1983) ou chez les
1épidopteres (Essawy er al., 1985), ainsi que des marquages par anticorps (Ashida et al., 1990)
ont montré la présence de phénoloxydase dans le cytoplasme de ces cellules (Iwana et Ashida,
1986). On considere actuellement que leur fonction principale est la syntheése de cette enzyme,
trés importante dans les réactions de défense des insectes. Ils jouent également un role dans le
métabolisme de la mélanine et des agents de tannage (Brehélin et Zachary, 1986).

Ils sont présents chez tous les insectes mais en trés petit nombre, et correspondent aux
"oenocytoides” de la littérature. Ils sont absents chez L. migratoria (Acrididae) (Brehélin et
Zachary, 1986).

5.2.4. Les cellules a sphérules.
Les cellules a sphérules sont de grande taille, et renferment des grandes inclusions
rondes, appelées sphérules, parfois si nombreuses qu'elles induisent des déformations de la

cellule et de son noyau. Ces inclusions peuvent étre opaques aux électrons, comme chez
Melolontha melolontha (Coleoptera : Scarabaeidae), ou présenter une structure interne sous
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forme d'enroulements de membranes comme chez certains 1épidopteres (Beaulaton, 1979 ;
Essawy et al., 1985).

Les fonctions de ces cellules sont inconnues. Elles sont communes a beaucoup d'insectes
(Akai et Sato, 1973), pouvant €tre nombreuses chez M. melolontha ou absentes chez les
dipteres. Elles étaient classiquement appelées "adipohémocytes” (Harpaz ez al., 1969).

5.2.5. Les thrombocytoides.

Les thrombocytoides ont une allure générale réguli¢re. La membrane cytoplasmique de
ces hémocytes présente des invaginations treés profondes et sinueuses (Zachary et Hoffmann,
1975). Cela conduit parfois a un fractionnement de la cellule en fragments cytoplasmiques
anuclées, indépendants les uns des autres.

Chez Calliphora erythrocephala (Diptera : Calliphoridae), les thrombocytoides
phagocytent des bactéries in vitro (Rowley et Ratcliffe, 1976) mais non in vivo (Zachary,
1978). Ils participent également a la formation des capsules autour des corps étrangers (Zachary
etal., 1975).

Ces cellules sont connues uniquement chez les dipteres (Kaaya et Ratcliffe, 1982) mais
semblent étre absentes chez les Drosophilidae et les Culicidae. Elles correspondent aux
"thrombocytoides" de la littérature (Zachary et Hoffmann, 1975).

5.2.6. Les granulocytes.
Les granulocytes, ou hémocytes a granules, sont les plus importants en nombre et en

fonction chez les insectes. Ils sont divisés en 3 types, selon les caractéristiques de leurs
granules.

5.2.6.1. Les granulocytes de type I (GHI).

Les granulocytes de type I sont des cellules trés polymorphes avec de nombreuses
digitations et des vésicules de pinocytose. Le réticulum endoplasmique rugeux est trés
développé sous forme de citernes dilatées. Ils contiennent trois types d'inclusions
cytoplasmiques (Wago, 1980 a; 1980 b).
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Les GHI sont capables de phagocyter des corps inertes ou vivants présents dans
I'hémolymphe, soit apres lyse des tissus, soit apreés injection (Wago, 1981 ; Wago et Ichikawa,
1979 a ; 1979 b). IlIs sont les plus importants lors des processus de reconnaissance du "non-
soi" et de coagulation d'hémolymphe (Brehélin ez al., 1975 ; Rowley, 1977 ; Ratcliffe et
Rowley, 1979). Au contact des corps étrangers, ils subissent des transformations ; ils reldchent
quelques granules (chez les lépidopteres) ou se lysent complétement (chez L. migratoria),
libérant dans I'hémolymphe des facteurs qui vont entourer les corps étrangers, les agglutiner et
permettre ainsi leur reconnaissance pour étre encapsulés (Brehélin et Hoffmann, 1980 ;
Ratcliffe et Rowley, 1981 ; Ratcliffe et al., 1984).

Tous les insectes posseédent des GHI, exceptés les dipteres. Ils étaient appelés
"coagulocytes” (Hoffmann, 1968 ; Goffinet et Gregoire, 1975), "cellules granuleuses"
(Ratcliffe et Rowley, 1981), ou "plasmatocytes” (Wigglesworth, 1973).

5.2.6.2. Les granulocytes de type II (GHII).

Les granulocytes de type II sont de forme sphérique ou ovoide, et leur membrane ne
présente généralement pas de vésicules de pinocytose. Le RER est peu développé, I'appareil de
Golgi est treés développé. Les inclusions sont uniformément denses aux électrons, ce qui donne
aux GHII une trés forte réfringence lorsqu'ils sont observés en microscopie optique.

Dans I'hémolymphe, ils participent 2 la formation de capsules autour des corps étrangers
en formant la couche cellulaire la plus interne (Salt, 1960 ; Frangois, 1975 ; Bitkowska et al.,
1982). Chez L. migratoria, ils encapsulent des corps étrangers trop gros pour étre phagocytés
(Brehélin et Zachary, 1986). Chez d'autres especes ils forment des nodules (Hagopian, 1971)
et synthétisent une partie du lysozyme sanguin (Brehélin, 1990).

Ces granulocytes sont présents principalement chez les orthopteres et chez les larves de
M. melolontha, et absents chez les diptéres (Brehélin et Zachary, 1986). Ils peuvent étre

appelés "granulocytes”, "hémocytes granuleux" ou “plasmatocytes 2 granules”.

47



5.2.6.3. Les granulocytes de type III (GHIII).

Les granulocytes de type III sont des hémocytes macrophages, caractérisés par de trés
nombreuses dilatations et des vésicules de pinocytose. Les granules, parfois nombreux,
augmentent considérablement en nombre et en taille si les particules & phagocyter sont
nombreuses dans 1'hémolymphe. Toutes les inclusions sont des lysosomes secondaires
renfermant du matériel en cours de résorption (Brehélin et Zachary, 1986).

Les GHIII, ou "plasmatocytes macrophages”, ont un role trés important d'endocytose. IIs
phagocytent les corps injectés vivants (globules rouges, bactéries) ou inertes (Brehélin, 1982).

IIs sont présents chez les dipteres, les orthopteres et les dictyopteres (Harpaz et al., 1969 ;
Hagopian, 1971), et absents chez les 1épidopteres (Amouriq, 1960 ; Foley, 1978 ; Beaulaton,
1979 ; Essawy et al., 1985).

5.3. Les réactions immunitaires.

Chez les mammiferes, ce sont les anticorps qui jouent le role de facteurs humoraux de
reconnaissance des antigénes étrangers (Warr, 1981).

Les arthropodes, dont les insectes, n'ont pas d'anticorps, mais sécreétent des facteurs
humoraux de reconnaissance appelés hémagglutinines. Trés peu d'informations sur le systéme
immunitaire des dipteres sont disponibles (Lackie, 1988) alors que les mécanismes de défenses
sont mieux connus chez les crustacés ou les mollusques (Bang, 1973 ; Williams, 1979 ; Benex
et Matricon-Gondran, 1981 ; Bayne et Yoshino, 1989 ; Aspan et al., 1990 ; Chagot et al., 1992
: Moore et al., 1992 ; Mourton et al., 1992).

Les réactions immunitaires sont classées en deux grands types (Brehélin, 1986 ; 1990) :

- les réactions 2 médiation cellulaire, ol une ou plusieurs cellules ingérent le corps
éranger en collaboration avec des médiateurs chimiques,

- les réactions 2 médiation humorale, avec production de substances circulantes,
essentiellement anti-bactériennes.
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5.3.1. Les réactions a médiation cellulaire.

Les réactions de défense a médiation cellulaire se rencontrent chez tous les invertébrés.
Elles sont déclenchées a la suite de blessures, d'infections ou de la présence de parasites. On
distingue la phagocytose, la formation de nodule et 'encapsulation cellulaire (Ratcliffe, 1986).
Les corps étrangers de petite taille (bactéries, virus, levures, champignons, particules
d'encre...) sont phagocytés ou inclus dans des nodules alors que ceux de grande taille
(parasites, nématodes, implants de tissus, billes de latex...) sont encapsulés.

Les cellules ou tissus du syst¢éme immunitaire interviennent en collaboration avec des
substances humorales. Ce sont des médiateurs chimiques qui jouent le role des opsonines des
vertébrés et participent, en synergie avec les hémocytes, aux phénomenes de reconnaissance
des corps étrangers.

5.3.1.1. La phagocytose.

La phagocytose est une des rares réactions de I'immunité des insectes qui présente de
fortes analogies avec l'immunité des vertébrés (Kaaya, 1989). Le processus de phagocytose est
efficace contre des objets de petite taille, et se met en place en 1 heure environ (Ratcliffe et
Rowley, 1979). Le matériel vivant englouti est généralement dégradé par les enzymes du
phagosome (Cameron, 1934).

Les mécanismes de la phagocytose ont été décrits par Metchnikoff en 1884 (Metchnikoff,
1884) alors qu'il avait injecté des levures chez Daphnia magna (Crustacea : Cladocera). Depuis,
divers corps étrangers ont été injectés chez des mollusques (Mourton et al., 1992 ; Tripp, 1992)
et des insectes (Kaaya, 1989) afin d'apprécier l'efficacité de la phagocytose et d'en connaitre les
diverses €tapes (Wago, 1982 a ; 1982 b ; 1982 c ; 1983 ; 1984). Les hémocytes d'insectes
phagocytent des corps étrangers aussi divers que des bactéries (Rowley et Ratcliffe, 1976), des
virus, des protozoaires (Gilliam et Shimanuki, 1967), des champignons ou des hématies (Wago
et Ichikawa, 1979 b), et des corps inertes comme les particules d'encre, des poudres
organiques ou inorganiques et du polystyréne (Cameron, 1934 ; Weathersby et McCall, 1968 ;
Ryan et Nicholas, 1972 ; Kaaya et al., 1986).

Chez les glossines, la phagocytose est efficace contre des bactéries, des particules d'encre
ou des hématies mais inefficace contre les trypanosomes (Kaaya et al., 1986). Apres injection
de gamétocytes dans I'némolymphe de Culex et d'Aedes adultes, les oocystes en formation sont
encapsulés (Weathersby et McCall, 1968). Chez les larves de ces mémes especes, les
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plasmatocytes phagocytent des billes de latex et des ions saccharates (Drif, 1983 ; Drif et
Brehélin, 1983). Cependant, la phagocytose ne semble pas jouer un role dans la compétence
vectorielle des vecteurs, car les moustiques sensibles et réfractaires au Plasmodium ont une
capacité A phagocyter identique (Weathersby et McCall, 1968).

5.3.1.2. La formation de nodules.

La formation de nodules intervient lorsque de grandes quantités de corps étrangers
envahissent I'hémolymphe de I'insecte. Les nodules sont formés en quelques minutes (Rahmet-
Alla et Rowley, 1989). IIs ont été trouvés chez des insectes récoltés sur le terrain (Ratcliffe et
Rowley, 1979).

Des nodules sont formés chez les adultes Glossina m. morsitans apres injection de
bactéries, mais ils sont de taille inférieure & ceux décrits chez les 1épidoptéres (Gotz et Vey,
1974 ; Kaaya et al., 1986). Les injections de trypanosomes ne provoquent aucune formation de
nodule chez des glossines sensibles au parasite alors qu'elle se produit chez Rhodnius sp
(Hemiptera : Cimicidae). Cette différence peut étre due au faible nombre d’hémocytes existant
chez les mouches tsé-tsé (Kaaya et al., 1986).

5.3.1.3. L'encapsulement cellulaire et humoral.

La formation de capsules est une réaction de défense trés développée chez les invertébrés
et les insectes. Elle aboutit a la formation d'un nouveau tissu, la capsule, formée autour de
particules trop grosses pour étre phagocytées individuellement. Ce phénomene se produit avec
des parasites (trématodes, cestodes, nématodes, insectes parasites et champignons), des
implants (oeufs, débris de tissus...) ou des corps inertes (nylon, coton, billes de latex) (Salt,
1960 ; 1963 ; Frangois, 1975).

On distingue classiquement deux types de capsules. Les capsules cellulaires formées
d'hémocytes circulants qui deviennent sédentaires (Akai et Sato, 1973 ; Ratcliffe et Rowley,
1979), et les capsules "humorales" formées essentiellement de mélanine (Kaaya, 1989). Gotz et
son équipe (1977) ont montré que la formation de la capsule, cellulaire ou humorale, dépendait
du nombre d'hémocytes circulants par mm3 d'hémolymphe dans l'espéce considérée. Chez les
dipteres (Anopheles, Culex, Chironomus...) qui ont un taux d'hémocytes circulants trés bas,
entre 500-4000 hémocytes / mm3 d'hémolymphe, la capsule est humorale. Les especes
d'insectes qui possédent jusqu'a 40 000 hémocytes / mm3 forment des capsules cellulaires
(Gotz et al., 1977).
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Les phases de formation d'une capsule cellulaire sont les mémes que dans le cas de la
phagocytose. Les granulocytes sont, dans un premier temps, attirés par le corps a encapsuler
(chimiotactisme). IIs reconnaissent puis se fixent 2 la particule. Au contact du corps étranger,
certains hémocytes rejettent leurs granules (Brehélin et al., 1975) et provoquent le dépdt d'une
substance floculeuse a la surface du corps a encapsuler. A la suite du dép6t de cette substance,
les hémocytes, de plus en plus nombreux, se déposent en couches concentriques autour du
corps étranger (Ratcliffe et Rowley, 1979). Tres souvent, se déposent, entre les hémocytes des
couches les plus internes, des substances de type mélanine (Grimstone et al., 1967).

Cette mélanine est le principal constituant des capsules humorales, dans lesquelles
I'accumulation d’'hémocytes circulants n'est jamais observée (Gotz, 1969 ; 1986). Cependant,
les hémocytes circulants interviennent en rejetant dans 1'hémolymphe certains composés du
syst¢me phénoloxydase qui vont former les couches de mélanine aprés réaction avec d'autres
composés du plasma (Vey et Gotz, 1975 ; Zahedi et al., 1992).

L'encapsulation humorale fut décrite en 1962 (Bronskill, 1962 ; Esslinger, 1962) chez
des larves de Culicidae parasitées par des nématodes, mais ce phénomene avait déja été observé
sous la forme de "spores noires” au niveau du tube digestif d'anophele porteur d'oocystes
(Ross, 1898). Elle est efficace contre des parasites (Bronskill, 1962 ; Poinar et Leutenegger,
1971 ; Brengues et Bain, 1972 ; Brunhes et Brunhes, 1972 ; Andreadis et Hall, 1976 ; Ho et
al., 1982 ; Drif et Brehélin, 1983 ; Christensen et al., 1984 ; Lafond et al., 1985 ; Spray et
Christensen, 1991), des spores de champignons (Gotz et Vey, 1974 ; Brey et al., 1988), des
bactéries (G6tz et al., 1987) ou des corps inertes (Zahedi et al., 1992). On aboutit 2 la mort du
parasite encapsul€ en 48 heures (Forton et al., 1985).

Dans le genre Aedes, la capacité de mélanisation des microfilaires dépend de l'dge
(Christensen et al., 1986 ; Christensen et Lafond, 1986) et du sexe (Harris er al., 1986).
L'encapsulation humorale semble jouer un role dans la compétence vectorielle car elle est plus
importante chez une espeéce résistante que chez une espeéce sensible (Christensen et al., 1984).

Concernant le paludisme, le phénomene humoral a été décrit sur des anopheles résistants,
chez lesquels les ookinetes étaient mélanisés lors de leur passage dans les cellules du tube
digestif. Des hémocytes ont été observés a proximité des ookinétes mais jamais en contact
(Collins et al., 1986 ; Lackie, 1986 ; Paskewitz et al., 1988).
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A Tlinverse, les gamétocytes injectés chez des Culex résistants disparaissent de
I'hémolymphe en 72 heures sans avoir été mélanisés (Weathersby et McCall, 1968). L'absence
de mélanisation a €€ signalée chez les simulies adultes (Ham ez al., 1988) et A 1'état larvaire
(Poinar et al., 1979). Ce phénomene indique une déficience dans certains facteurs biochimiques
nécessaires 2 la synthése de la mélanine et explique l'extréme susceptibilité des simulies au
parasitisme.

Chez A. quadrimaculatus, l'injection de microfilaires déclenche un dépét de mélanine
suivi d'un étalement des plasmatocytes autour des microfilaires (Chen et Laurence, 1985). Ceci
constitue la seule description d'encapsulation humorale puis cellulaire chez un Culicidae.

5.3.1.4. Les facteurs humoraux intervenant dans
I'immunité cellulaire.

Les molécules de type opsonines des insectes sont les lectines, ou hémagglutinines, et le
systeme phénoloxydases, composé d'une cascade enzymatique dont le produit final est la
mélanine. Ces facteurs synergiques favorisent la reconnaissance et/ou 1'adhésion des cellules
sur les corps étrangers (Gupta, 1991).

Les lectines,

Les lectines sont des glycoprotéines qui agglutinent les érythrocytes de mammiferes
(Ibrahim et al., 1984 ; Ingram et Molyneux, 1990), les bactéries (Minnick et al., 1986 ;
Miegeville et al., 1987), les protozoaires (Tripp, 1992) ou les métazoaires, grice a la présence
de certains polysaccharides 2 la surface des corps étrangers.

Elles sont présentes chez les végétaux et les animaux (Ratcliffe, 1986). Parmi les
insectes, elles ont €té décrites d'abord chez les lépidopteres (Bernheimer, 1952 ; Qu et al.,
1987), puis chez les dipteres (Ibrahim et al., 1984 ; Ingram et al., 1984 ; Stynen et al., 1985 ;
Wallbanks et al., 1986 ; Natori, 1987), les coléopteres (Stynen et al., 1982), les orthopteres
(Hapner et Jermyn, 1981; Lackie, 1981 ; Stiles et al., 1988), les hémipteres (Pereira et al.,
1981) et chez les dictyopteres (Seaman et Robert, 1968 ; Anderson et al., 1972 ; Kubo et
Natori, 1987 ; Richards et al., 1988).

Les lectines sont synthétisées par les hémocytes, le corps gras et les ovaires (Ratcliffe,

1986 ; Stiles et al., 1988) et leur role dans la reconnaissance des corps étrangers est toujours
tres controversé. Elles sont normalement présentes dans I'hémolymphe (Ingram et Molyneux,
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1990), mais leur synth¢se peut également étre induite (Komano ez al., 1980 ; 1981) 2 la suite
d'injections de bactéries (Rasmuson et Boman, 1979 ; Minnick ez al., 1986 ; Qu et al., 1987)
ou de champignons (Pendland et Boucias, 1985).

Leur fonction biologique est de provoquer 1'agglutination des micro-organismes présents
dans I'hémolymphe ayant 2 leur surface les résidus sucrés correspondants. De tels agrégats
seraient ensuite encapsulés ou phagocytés. Leur activité est inhibée par des sucres particuliers,
confirmant ainsi la fonction des liaisons spécifiques dans les phénomeénes de reconnaissance
(Maudlin et Welburn, 1987 ; Kaaya, 1989). Leur role est bien compris chez les mollusques :
elles établissent des liaisons entre les récepteurs de la membrane des hémocytes et les corps
étrangers afin de permettre la reconnaissance du "non-soi" par ces hémocytes (Mullainadhan et
Renwrantz, 1986 ; Bayne et Yoshino, 1989).

Les lectines semblent contrdler la compétence vectorielle des glossines (Kaaya, 1989 ;
Rudin et Hecker, 1989 ; Maudlin et Welburh, 1988 a ; 1988 b). L'infestation des mouches tsé-
tsé€ par des trypanosomes est régulée par les lectines du tube digestif (Maudlin et Welburn, 1987
; 1988 a), elles-mémes sous controle des RLO (Rickettsia-like-organisms) (Maudlin et
Welburn, 1988 b).

Dans le cas du paludisme, des sites récepteurs de lectines ont été identifiés au niveau de la
membrane péritrophique d'A. aegypti et d'A. stephensi (Rudin et Hecker, 1989) et de leurs
glandes salivaires (Perrone et al., 1986). Pourtant, le role des lectines dans les phénomenes de
reconnaissance du vecteur par le Plasmodium n'est pas acquis car aucun site récepteur de lectine
n'a été identifié au niveau des ookinetes et des sporozoites (Rudin et Hecker, 1989).

Le systéme phénoloxydase,

Chez les insectes, les enzymes de type phénoloxydase interviennent dans la
sclérotinisation et la mélanisation de la cuticule. Elles sont présentes dans les hémocytes
(Chadwick, 1966 ; Leonard er al., 1985 ; Iwama et Ashida 1986), le plasma (Richards, 1978)
et le sérum (Brehélin et al., 1989), mais sous la forme d'un précurseur inactif, la
prophénoloxydase (Ashida et Dohke, 1980 ; Go6tz, 1986 ; Ashida er al., 1990).

L'activation du systéme phénoloxydase induit la synthése de la mélanine (Chadwick,
1966). Ce systtme est composé d'une cascade d'enzymes, de type sérines protéases, qui
permettent la transformation de la prophénoloxydase (proPQO) en phénoloxydase (PO)
(Soderhdll, 1982 ; Soderhill et Smith, 1984 ; Leonard er al., 1985 ; Aspan et al., 1990). Parmi
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celles-ci, on cite les estérases (Yoshida et Ashida, 1986) et les enzymes "trypsine-like" (Ashida
et al., 1990). La prophénoloxydase est activée par l'invasion de parasites ou d'autres corps
étrangers, comme des composants membranaires fongiques (Yoshida et Ashida, 1986) ou des
ions Ca*™ (Leonard er al., 1985 ; Ashida et al., 1990).

L'hypothese du role des phénoloxydases dans les réactions immunitaires de l'insecte avait
été émise par Taylor en 1969. Depuis, 1'importance de l'activation du syst¢me phénoloxydase
pour la reconnaissance du "non-soi" a €t€ démontrée, et 'on comprend pourquoi la mélanine est
présente dans diverses réactions immunitaires, comme l'encapsulation cellulaire ou humorale et
la formation de nodules (Ratcliffe et al., 1984 ; Kaaya, 1989).

La phénoloxydase semble étre également un marqueur de compétence vectorielle. Chez un
moustique (A. gambiae) réfractaire au Plasmodium, l'activité de la PO est trés importante au
niveau du tube digestif, prés des ookinétes encapsulés, alors qu'elle est pratiquement nulle chez
un moustique sensible (Paskewitz et al., 1989). Ce taux élevé de PO dans la souchc\ seﬂ?fﬁle?‘

-

apres un repas infectant, contribue 2 I'encapsulement des ookinetes. —

5.3.2. Les réactions 2 médiation humorale.

L'immunité humorale est essentiellement anti-bactérienne. Elle est assurée par des
facteurs humoraux qui sont soit présents dans le corps de l'insecte, soit synthétisés a la suite
d'une invasion de corps étrangers.

Le peptide 2 activité anti-bactérienne le plus répandu chez les insectes est le lysozyme
(Powning et Davidson, 1973 ; 1976). C'est une protéine basique que l'on retrouve dans la
plupart des fluides biologiques, chez les invertébrés comme chez les vertébrés. Son mode
d'action est treés bien défini. Il attaque la paroi bactérienne au niveau de la couche de
peptidoglycanes, entre les résidus acide N-acétyl muramique et N-acétyl glucosamine.

La premi¢re démonstration de I'activité antibactérienne de 'hémolymphe chez des insectes
immunisés date des années 50 (Briggs, 1958 ; Stephens, 1959). Les insectes répondent a des
injections de bactéries par la synthése de facteurs antibactériens divers.

La premitre enzyme bactériolytique isolée a été le lysozyme (Mohrig et Messner, 1968 a ;

1968 b). 1l est actif au niveau de I'hémolymphe et du tube digestif (Mohrig et Messner, 1968
a), et son taux augmente immédiatement suite 3 des injections de bactéries (Faye, 1978 ; Boman
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et al., 1981). Contrairement aux autres facteurs antibactériens, la synthése de lysozyme est
activée par des bactéries vivantes et mortes (Kaaya, 1989). Il est stocké sous une forme
primaire dans les granulocytes (Zachary et Hoffmann, 1984) et les cellules péricardiales
(Crossley, 1972).

Des protéines anti-bactériennes autres que le lysozyme existent chez les insectes.
Certaines de ces protéines ont été purifiées et leur séquence d'acides aminés déterminé (Seaman
et Robert, 1968 ; Weathersby et McCall, 1968 ; Natori, 1987). Chez le lépidoptere, Hyalophora
cecropia, on distingue deux familles de peptides anti-bactériens, les cécropines (lorsque leur
poids moléculaire est d'environ 4 kD), et les attracines (lorsque qu'il est compris entre 20 et 48
kD) (Bayne, 1984). Elles sont produites par le corps gras et par les hémocytes. Depuis lors,
beaucoup d'autres protéines ont été mises en évidence dans toutes les familles d'insectes (Spray
et Christensen, 1991), a 1'exception des orthopteres (Hoffmann, 1980).

Chez les glossines, l'injection de trypanosomes induit la synth¢se d'un facteur anti-
trypanosome plus importante chez les femelles que chez les miles, et ce en rapport avec les taux
d'infestations plus faibles rencontrés chez les males (Kaaya et al., 1986). Chez Culex pipiens,
un facteur inhibiteur du développement du Plasmodium a été mis en évidence (Weathersby et
McCroddan, 1982). L'injection de cécropines dans un moustique infest€ inhibe également le
développement du Plasmodium (Gwadz et al., 1989).

6. Présentation de 1'étude.

Les diverses méthodes de lutte contre le paludisme, que nous venons d'exposer,
indiquent que l'éradication de la maladie et de ses vecteurs est pour l'instant impossible.
Pourquoi ne pas essayer alors de réduire les anopheles & un niveau ou ils ne seraient plus
nuisibles ?

La biologie moléculaire offre aujourd'hui des outils de recherche performants dans le but
ultime d'obtenir un jour des anopheles génétiquement résistants au Plasmodium. L'application
de ces travaux sur le terrain est encore inconnue, et reste dépendante de l1a détermination des
bases moléculaires des relations Anopheles-Plasmodium. Cependant, les travaux sur la
physiologie ou la génétique de la compétence vectorielle commencent A apporter des
informations mais beaucoup de secteurs restent obscurs.
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Partant des récentes découvertes sur les relations Anopheles-Plasmodium, nous avons
choisi d'étudier certains aspects de la compétence vectorielle grice 3 un cycle de paludisme de
laboratoire entretenu sur des rongeurs : Anopheles stephensi-Plasmodium yoelii yoelii.

Plus particulierement, nous avons étudié le stade parasitaire qui se retrouve en contact
avec le systéme immunitaire moustique, les sporozoites. Des auteurs ont émis I'hypothése que
la stratégie du Plasmodium est de submerger le systtme immunitaire du moustique, sachant
qu'environ 20% des sporozoites produits par les oocystes se retrouvent dans les glandes
salivaires (Foley, 1978 ; Bayne, 1984 ; Rosenberg et Rungsiwongse, 1991). Cependant,
aucune étude n'a ét€ entreprise A ce jour pour apporter des informations permettant de confirmer
ou d'infirmer cette observation. Nous avons donc tenté d'apporter des éléments
supplémentaires d'informations dans l'espoir de comprendre une partie des relations
Anopheles-Plasmodium.

Dans un premier temps, nous avons €tudié et décrit la composition en cellules
immunitaires de I'hémolymphe de moustiqlics adultes. Les rares observations d'hémocytes de
Culicidae ont été faites sur des larves, alors que ce sont les adultes qui transmettent les agents
pathogeénes. L'extrapolation de tels résultats A des adultes ne nous satisfaisaient aucunement.

Nous avons ensuite étudié les mécanismes immunitaires déclenchés par l'injection de
sporozoites dans I'hémolymphe d'adultes sains. Par comparaison, des corps étrangers inertes
ont également été inoculés. L'injection de sporozoites n'avait jamais été réalisée chez des
anopheles. Pour ce faire, nous avons adapté€ la méthode décrite pour l'inoculation de virus chez
d'autres moustiques, essentiellement des Aedes, A nos besoins.

Anopheles stephensi, comme d'autres dipteéres, est caractérisé par sa faible quantité
d'hémocytes. Dans ce cas, le syst¢tme de défense immunitaire mis en jeu est 'encapsulation
humorale, avec l'activation du systtme phénoloxydase (Kaaya, 1989). L'activation de ce
systéme répond 2 l'invasion de I'hémolymphe par des corps étrangers et aboutit 2 la synthése de
mélanine.

Une cascade de réactions se déclenche, et parmi les enzymes, on cite les estérases
(Yoshida et Ashida, 1986). D'autre part, des moustiques résistants au Plasmodium ont été
sélectionnés, et 1'étude génétique révele que la sensibilité de I'anophele est contrdlée par au
moins un locus estérasique (Vernick et al., 1989 ; Vernick et Collins, 1989 ; Collins et al.,
1991).

Les estérases ont donc retenu notre attention et nous les avons dosées aprés la mise au
point d'une microméthode de dosage colorimétrique. Nous avons ainsi déterminé les taux
enzymatiques chez des adultes sains et infestés, ainsi que ceux des moustiques sensibles au
Plasmodium inoculés avec divers corps étrangers. Cela a permis d'appréhender la compétence
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du systeme phénoloxydase chez des anopheles sensibles.

Dans une derniére partie, nous nous sommes intéressés 2 la stratégie du Plasmodium
lorsqu'il migre des oocystes vers les glandes salivaires via I'hémolymphe. Les sporozoites sont
recouverts d'une protéine de surface majoritaire, la protéine CS. Longtemps considérée comme
'antigéne caractéristique du stade sporozoite mature (dans les glandes salivaires), on sait
qu'elle se met en place des le stade sporozoite immature (dans les oocystes). La synthese de la
protéine CS mature est corrélée avec l'apparition de l'infectivité des sporozoites pour le vertébré
(Nussenzweig et Nussenzweig, 1985). Mais cette synthése représente surtout un coiit
énergétique énorme pour le parasite, sachant que le géne codant pour cette protéine CS n'est
présent qu'en un seul exemplaire (Godson, 1985). Si le role de l'antigéne CS était limité aux
sporozoites dans les glandes salivaires, le Plasmodium limiterait sa synthése a ce niveau.

Nous avons émis 'hypotheése que cet antigéne CS mature jouait un role au niveau de la
traversée de 'hémolymphe par les sporozoites, et abordé le probléme par une technique
immunologique de reconnaissance des antigénes parasitaires. L'utilisation des techniques
immunologiques pour détecter la présence de sporozoites dans les moustiques ont affiné les
estimations des taux d'infection dans les populations anophéliennes. Faisant suite 2 la mise au
point des techniques radio-immunologiques (IRMA) (Zavala et al., 1982 ; Collins et al., 1985),
les techniques immuno-enzymatiques (ELISA) se sont développées et standardisées pour
Plasmodium falciparum (Burkot et al., 1984 a ; Wirtz et al., 1987), P. vivax (Wirtz et al.,
1985) et plus récemment pour P. ovale et P. malariae (Beier et al., 1988 a ; 1988 b ; Collins et
al., 1988). Elles offrent des avantages pratiques par rapport aux techniques laborieuses de
dissection (Zavala et al., 1982 ; Burkot et al., 1984 ; Collins et al., 1985 ; Wirtz et al., 1985) et
donnent des résultats satisfaisants (Collins et al., 1984 ; Beier et al., 1987 ; Boudin et al.,
1988). La technique ELISA permet de détecter la présence d'antigénes particuliers grice 2 la
spécificité des réactions antigénes-anticorps. Sachant que notre but était de détecter les antigénes
CS des sporozoites, nous avons fabriqué des anticorps dirigés contre ces antigénes, et adapté la
méthode ELISA 2 notre modele de paludisme de rongeur. Nous avons pu suivre l'apparition de
la protéine CS depuis le stade oocyste jusqu'au stade sporozoite dans les glandes salivaires,
avec une attention toute particuliere au niveau de I'hémolymphe. Nous avons également suivi le
devenir de sporozoites vivants inoculés.
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1. Anopheles stephensi Liston, 1901.

Parmi les dipteres nématoceres, les moustiques constituent la famille des Culicidae. Cette
famille compte environ 3000 espéces, réparties dans le monde entier et surtout connues pour
leur role dans la transmission d'agents pathogenes.

Anopheles stephensi appartient 2 la sous-famille des Anophelinae.

1.1. Origine.

Anopheles stephensi assure la transmission de Plasmodium falciparum dans les régions
orientales (Golfe persique, Pakistan, Inde, Sri Lanka...) (Scalon er al., 1968 ; Reisen et
Aslamkhan, 1979). Ce moustique, surtout urbain, se développe dans les citernes d'eau
domestique des villes, mais on le trouve aussi dans les zones rurales d'Iran et d'Irak
(Aslamkhan et al., 1972 ; Batra et Reuben, 1979 ; Menon et Rajagoplan, 1979).

Depuis 1965, il est connu comme modele de laboratoire, vecteur de l'agent pathogeéne du
paludisme de rongeurs : Plasmodium yoelii yoelii (Garnham, 1966 ; Scalon et al., 1968).

La souche d'Anopheles stephensi, élevée au laboratoire ORSTOM de lutte contre les

insectes nuisibles (Bondy) depuis 1973, provient d'Irak.
1.2. La technique d'élevage en laboratoire.

Le cycle biologique de 1'anophéle se déroule en milieu aérien, pour les imagos, et en

milieu aquatique, pour les ceufs larves et les nymphes (figure 3).
1.2.1. Les cufs.

Les ceufs sont pondus isolément, et déposés a la surface de I'eau des pondoirs.

Ils sont récoltés sur un papier filtre, puis immergés 40 minutes dans une solution de
formaldéhyde a 0,01% pour éviter les contaminations par des bactéries et des champignons

(Bano, 1958 ; Jadin, 1967 ; Vavra et Undeen, 1970 ; Davies et al., 1971 ; Maier, 1980).

Ils sont ensuite répartis dans des cristallisoirs, 4 raison de 200 ceufs environ pour 2 litres
d'eau (Reisen, 1975).
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Anopheles stephensi
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Emergence VIE AERIENNE Deuts
<D
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VIE AQUATIQUE

Métamorphose

Larve stade II

Figure 3 : Le cycle biologique des anopheles.

1.2.2. Les larves.

Le développement larvaire comprend 4 stades sé€parés par des mues (in Jones, 1953). 11
dure 15 jours dans les conditions suivantes : une température de 26°C + 1°C, une humidité
relative de 60% et une photopériode de 12 heures de jour et 12 heures de nuit.

Le premier stade larvaire dure environ 2 jours. Les larves sont nourries avec 5 mg par
cristallisoir de nourriture pour alevins en poudre.



Les stades larvaires suivants (II & IV) sont nourris avec 30 & S0 mg par cristallisoir de
biscuits pour souris réduits en poudre, et tamisés.

1.2.3. Les nymphes.

Les nymphes sont prélevées quotidiennement, et sont regroupées dans des gobelets
d'eau.
Elles sont ensuite placées dans des cages pour I'émergence.

1.2.4. Les imagos.

Apres 1'émergence, les adultes males et femelles sont nourris avec une solution de glucose
3 10% (Weathersby et Noblet, 1973). Ils sont maintenus & 25°C + 1°C, avec une humidité
relative et une photopériode identique 2 celle des larves (Thompson et Bell, 1968).

Les femelles dgées de trois & quatre jours sont susceptibles de prendre un premier repas
de sang (Boudin ez al., 1989 ; Billingsley, 1990 a). Elles sont alors assoifées 8 h avant I'horaire
prévue du repas (la solution sucrée est retirée de la cage) pour que la prise de sang soit la plus
homogene possible. Les femelles se gorgent sur des souris blanches pendant la nuit.

1.3. Le protocole de choix des moustiques.
Pour toutes les manipulations portant sur les anopheles adultes, 1'dge des insectes est
déterminé de la fagon suivante : des nymphes sont mises a éclore dans une méme cage au temps

fix€ JO. Celles qui n'ont pas émergé au bout de 24 heures sont €éliminées.

La population qui résulte est alors composée d'adultes qui ont au maximum 24 heures de
différence, et leur dge est noté J1 (figure 4 page 81).
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2. Plasmodium yoelii yoelii Landau et Killick-Kendrick, 1966.

Le parasite de rongeur étudi€ est un protozoaire (Coccidiomorpha : Haemosporiida) de la
famille des Plasmodiidae. Plasmodium yoelii yoelii souche 17X, appartient au groupe vivax
(Landau et al., 1976 ; 1979).

Son développement, comme nous l'avons décrit en introduction (paragraphe 1.1.), fait
intervenir deux hotes, et se divise en deux phases (Vanderberg ez al., 1968) :
- une phase sexuée chez l'insecte vecteur (Anopheles stephensi) (figure 1 page 14),
- une phase asexuée chez le vertébré (souris blanches OF1) (Landau et Killick-
Kendrick, 1966 ; Coosemans et al., 1981) (figure 2 page 15).

2.1. La durée de développement du Plasmodium.

2.1.1. Le développement du parasite dans le moustique.
Le cycle dure 14 jours 2 23°C + 1°C (Coosemans et al., 1981).

Si la température dépasse le seuil limite de 24°C, les sporozoites perdent leur infectivité
vis-a-vis de I'h6te vertébré (Gill, 1921 ; Ball, 1965 ; Vanderberg et Yoeli, 1966 ; Wery, 1966 ;
Boudin et al., 1989).

2.1.2. Le développement du parasite chez la souris.

Chez le vertébré, le cycle sexué s'amorce lors de différenciation de certains mérozoites en
gamétocytes. Ces parasites sexués, ou gamétocytes, sont produits en trés forte quantité entre 7
et 16 jours apres que la souris ait été infectée par le Plasmodium (Vanderberg et al., 1968). In
vivo, leur infectivité pour le moustique est cependant maximum entre 3 et 5 jours (Landau et
al., 1979 ; Petit et al., 1982).

Quand une souris est infectée par voie intrapéritonéale, les parasites sont visibles dés le
lendemain dans le sang circulant. Généralement, apres un pic initial, la parasitémie diminue au
cours du temps et 1a souris survit. Pour 5% des souris, la parasitémie augmente et la souris
meurt d'anémie en 135 jours (Deschiens et Lamy, 1965 ; Wery, 1966).

62



2.2. Les modes d'infestation et d'infection.

2.2.1. L'infestation du vecteur.

L'anophele femelle s'infeste lors de l'ingestion d'un repas sanguin sur une souris
impaludée.

A chaque repas, 2 A 10 pl de sang sont absorbés (Briegel et Rezzonico, 1985). Tous les
stades parasitaires sont digérés a I'exception des gamétocytes miles et femelles (Gass, 1977).

2.2.2. L'infection du vertébré.

Les souris ont été infectées selon deux méthodes :
- I'infestation naturelle, '
- le passage sanguin.

2.2.2.1. L'infestation naturelle.

Les sporozoites sont injectés directement avec la salive a des souris saines au moment de
la prise d'un repas de sang par des femelles infestantes, ie ayant des sporozoites dans les
glandes salivaires (Shute, 1945 ; Vanderberg, 1975 ; Beier et al., 1990 ; Ponnudurai et al.,
1991). Ces souris développent des gamétocytes en 5 jours, puis des mérozoites au bout de
deux ou trois semaines selon l'intensité de la parasitémie (Landau et Killick-Kendrick, 1966).

Ce mode de contraction du paludisme est trés important. Il permet la conservation, au
laboratoire, des formes s'anguineyiu Plasmodium (voir paragraphe 3.2.2.).
(AR ’”’..,'" / =
I
2.2.2.2. Le passage sanguin.

Chaque souriceau, dgé de 6 A 8 semaines, regoit par injection intrapéritonéale 0,5 ml de

sang parasité sous forme de mérozoites libres. Il développera des gamétocytes en 3 jours
(Landau et al., 1979).
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3. La mise en évidence et l'isolement des stades parasitaires.

La présence du Plasmodium peut €tre observée :
- chez le moustique, au niveau de I'estomac et des glandes salivaires,
- chez la souris, dans le sang périphérique.

3.1. Les stades parasitaires chez le moustique.

L'infestation d'un anophele par le Plasmodium peut €tre mise en évidence par des
techniques parasitologiques (Yoeli et Wall, 1951 ; Adam er al., 1960 ; Garnham et al., 1963 ;
Vanderberg et al., 1967) ou immunologiques (Voller, 1964 ; Sodeman et Jeffery, 1964 ; Voller
etal., 1975 ; 1976 ; Billingsley et al., 1991).

Nous mentionnons ici I'examen parasitologique, en microscopie optique, du Plasmodium
a I'état frais, apres dissection des moustiqilcs infestés (Adam et al., 1960 ; Pringle, 1965).
Deux stades d'infestation sont retenus pour l'entretien du cycle de paludisme et pour les
expérimentations futures.
Ainsi, nous distinguons les femelles :
- infestées, ayant des oocystes au niveau de l'estomac ; les sporozoites sont dits
"immatures”,
- et infestantes, avec des sporozoites "matures" dans les glandes salivaires, ie infestants
pour la souris.

3.1.1. La dissection des anophéeles.

Les femelles sont endormies quelques minutes au froid. Elles sont déposées sur une lame
de verre, et disséquées soit dans une goutte de liquide physiologique, pour I'examen classique,
soit dans du RPMI, quand les parasites sont destinés a étre injectés dans d'autres moustiques.

3.1.1.1. Le tube digestif.

Avec une minutie, on incise de chaque coté l'extrémité de 1'abdomen. On exerce une

traction sur l'extrémité de 1'abdomen, tout en tenant le moustique immobilis€ au niveau du
thorax. Le tube digestif est expulsé, puis isolé dans une autre goutte de liquide de dissection.



L'examen direct en microscopie optique révele la présence d'oocystes a différents stades
de maturation (planche I, photos 1, 2 et 3).

3.1.1.2. Les glandes salivaires.

A l'aide d'une minutie, nous appuyons sur le thorax en exergant une légére pression pour
tendre la membrane du cou. Avec une autre minutie, nous tirons doucement sur la téte tout en
maintenant la pression sur le thorax (Pringle, 1966). La membrane du cou se déchire, libérant
les deux paires de glandes salivaires qui sont en position ventrale, au niveau de la premiére
paire de pattes. Les glandes salivaires sont alors isolées dans une goutte de sérum
physiologique ou de RPMI (planche II, photo 4).

L'examen au microscope permet de mettre en évidence la présence de sporozoites
(Pringle, 1965 ; Choudhury et Ghosh, 1982), et de classer les glandes salivaires selon
I'abondance de sporozoites (planche II, photos 5, 6 et 7) en : - (0), 1+ (1 & 10), 2+ (11 a 100)
et 3+ (>101).
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PLANCHE 1

L'infestation de l'anophele au niveau
du tube digestif
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PLANCHE 11

L'infestation de l'anophele au niveau
des glandes salivaires
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Photo 4 : Glandes salivaires d'A. stephensi (grossissement x601)!'i

Photo 5 : Glandes salivaires infestées 1+ Photo : ldeals infestées 2+
(grossissement x400). (grossissement x300).
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3.1.2. La centrifugation des sporozoites.

Toutes les étapes d'isolement des sporozoites se déroulent 3 4°C pour maintenir les
parasites vivants (Pacheco et al., 1979).

Les femelles infestantes sont transférées dans un broyeur de Thomas contenant du milieu
de culture (RPMI 1640 1) afin d'étre broyées. Pour isoler des sporozoites immatures (sp TD),
seuls les tubes digestifs sont récoltés ; pour obtenir des sporozoites matures (sp GS), seules les
glandes salivaires le sont.

Le broyat est centrifugé 2 1000 g pendant 10 minutes. Le culot est éliminé et le surnageant
est centrifugé de nouveau a2 1000 g pendant 10 minutes.

Le nouveau surnageant est traité 3 10000 g pendant 15 minutes pour obtenir un culot de
sporozoites (Ozaki et al., 1984).

Le surnageant est éliminé et le culot dé sporozoites est mis en suspension dans du RPMI
frais. La suspension peut étre conservée 24 heures 3 +4°C, mais aussi plusieurs mois a -80°C
(Jeffery et Rendtorff, 1955).

3.1.3. Le dénombrement des sporozoites.

Une goutte de la suspension de sporozoites est déposée sur la zone quadrillée d'une

cellule de Malassez. On compte le nombre de sporozoites présents dans un échantillon de 10

carreaux sur 25.

Une moyenne géométrique est calculée 2 partir des 10 valeurs (Williams, 1973). Les
sporozoites sont ainsi dénombrés dans un volume de 1 mm3 soit 1 pl.

Les concentrations sont exprimées en nombre de sporozoites par microlitre (sp / pl).

1 RPMI 1640 1X (IMPERIAL LABORATORIES 154507)
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3.2. Les stades parasitaires chez la souris.

L'infection chez le vertébré est caractérisée par la présence de gamétocytes ou de
mérozoites. Ces formes parasitaires sanguines sont mises en évidence lors de I'examen de
frottis sanguins (Schneider, 1970).

La présence de gamétocytes (planche III, photos 8 et 9) indique que les souris sont
infectantes pour les anopheles. Si I'on observe des mérozoites érythrocytaires (planche III,
photo 10), le sang de la souris sera prélevé et conservé 3 mois a -80 °C.

3.2.1. Les frottis sanguins.

On préleve une goutte de sang au bout de la queue des souris. La perle de sang est
déposée sur une lame de verre. Au moyen d'une autre lame, placée a 30° par rapport a la
premiére, on étale la goutte sur toute la longueur de la lame.

Le frottis est séché a 1'air libre quelques minutes. 11 est fixé au méthanol pendant 2
minutes, puis rinc€. Il est coloré avec une solution aqueuse de Giemsa 2 (14:1) 30 minutes. Les
lames sont rincées, séchées puis examinées au microscope.

3.2.2. La congélation des formes sanguines.

Lorsque une souris impaludée présente des mérozoites en forme libre (planche III, photo
10), son sang est prélevé avec une seringue héparinée pour éviter la coagulation. Ce sang peut
alors étre conservé, a volumes équivalents, dans du glycérol a2 10% a -80°C pendant 3 mois
(Molinari, 1961).

2 Giemsa R (RHONE-POULENC)
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PLANCHE III

Les stades parasitaires chez la souris
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: Gamétocyte femelle Photo 9 Gamétocyte _
(grossissement x400). (grossissement x400).

Photo 10 : Schizonte érythrocytaire mur, contenant des MErozoites
(grossissement x400).
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4. L'inoculation des moustiques.

La technique d'inoculation permet d'introduire artificiellement des sporozoites immatures
ou matures, des hématies de lapin 3 ou des billes de latex calibrées 4 dans I'hémolymphe
d'anopheles adultes. Nous avons travaillé uniquement avec des femelles car elles sont vectrices
des especes de Plasmodiwn.

L'introduction de sporozoites immatures et matures vivants a permis de déterminer leur
aptitude A achever leur développement chez un moustique différent de celui d'origine.
L'injection de sporozoites et divers autres corps étrangers indique le type de réaction
immunitaire efficace chez des femelles saines. Par souci de comparaison, les corps étrangers
inertes choisis sont des hématies et des billes de latex. Les moustiques témoins ont regu une
injection de RPML

4.1. Le choix des adultes.

Des anopheles femelles dgées de 24 heures sont choisies aléatoirement dans une
population homogene.

Nous avons travaillé avec des adultes récemment émergés car cela présente quelques
avantages :
- le volume d'hémolymphe est plus important (Foley, 1978 ; Mack et Vanderberg, 1978),
- la capacité de mélanisation est plus importante (Christensen et al., 1986),
- leur espérance de survie au stress de l'inoculation est maximum,
- la pénétration de I'inoculum jusque dans 'abdomen est facilitée car le tube digestif est
vide.

Les lots de femelles sont répartis de la fagon suivante :

- témoins non inoculés,

- témoins "neutre”, inoculés avec du RPMI,

- inoculés avec 100 sp / pl et 300 sp / pl de sporozoites immatures et matures,
- inoculés avec 2000 hématies / jl,

- inoculés avec 0,24 ul d'une suspension a 103 billes de latex / pl.

3 Hématies de lapin (BIOMERIEUX 7.229.1)
4 Estapor polyvinylioluéne (PROLABO 23.694.126)
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4.2. Le protocole d'inoculation.

L'appareil utilisé (planche IV, photo 11) a été congu selon la méthode décrite par Rosen et
Gubler (1974).

Les aiguilles servant a I'inoculation des corps étrangers sont fabriquées a partir de tubes 2
hématocrites calibrés 3 effilés au dessus d'une résistance électrique. Chaque aiguille est graduée
extérieurement tous les millimetres de fagon 2 injecter un inoculum calibré 4 0,24 ul par femelle,

dose normalement tolérée par un moustique adulte (Rosen, 1984).

Les moustiques sont endormis au froid. Ils sont immobilisés sur le dos, et sont inoculés
au niveau de la membrane du cou, directement dans I'hnémolymphe (planche IV, photo 12). Les
manipulations sont réalisées sous hotte stérile de fagon a limiter les contaminations.

Les moustiques sont placés ensuite en observation 2 23°C + 1°C pour permettre aux
parasites inoculés vivants de préserver un maximum de leur vitalité.

4.3. L'analyse de l'infectivité des femelles inoculées.

Une partie des femelles inoculées avec des sporozoites "immatures"” et "matures” a été
gardée en observation afin d'évaluer la capacité des sporozoites a envahir les glandes salivaires
d'un hote différent.

4.3.1. La dissection des femelles.

A différents intervalles de temps, ie 24 heures, 48 heures, 3 jours, 5 jours et 7 jours apres
l'inoculation des sporozoites dans I'némolymphe, les femelles sont disséquées selon la méthode
décrite au paragraphe 3.1.1.

Les glandes salivaires, 1'estomac et 'hémolymphe des femelles sont analysés a 1'état
frais, en microscopie optique. Les sporozoites repérés sont dénombrés et classés selon leur état
physiologique (morts ou vivants).

5 Tubes calibrés & micro-hématocrite (CAL-MARK)
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PLANCHE 1V

L'inoculation des anopheéles
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Photo 11 : Appareil utilisé pour les inoculations de moustiques.

Photo 12 : Technique d'inoculation des anopheles.
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4.3.2. Le repas sanguin.

Afin de vérifier si les sporozoites ont migré dans les glandes salivaires, nous avons offert
aux femelles inoculées un repas sanguin sur des souris saines. Comme un nombre infime de
sporozoites infestants déclenche le paludisme (Beier ef al., 1991 b), la méthode d'infestation
naturelle complete l'observation parasitologique.

Le sang des souris était analysé 5 jours apres, sur frottis, comme dans le cas d'une
infection naturelle.

5. L'étude cytologique des relations Anopheles-Plasmodium.

L'étude cytologique a porté sur des culots d'hémolymphe récoltés sur :

- des larves et des femelles adultes saines d'Anopheles stephensi,

- des femelles inoculées avec des billes de latex (témoin inerte), des hématies de lapin
(témoin biologique) et des sporozoites "immatures”.

La composition de I'hémolymphe en hémocytes circulants, ainsi que les réactions
immunitaires provoquées par l'introduction de corps étrangers, ont fait I'objet d'observations
en microscopie A contraste de phase et en microscopie électronique.

5.1. Le mode de prélévement de 1I'hémolymphe.

Les anophtles, a 1'état larvaire ou adulte, sont connus pour leur faible quantité
d'hémolymphe (entre 70 et 80 nl par adulte) et leur pauvreté en hémocytes circulants (Foley,
1978). L'hémolymphe est donc prélevée, sous loupe binoculaire, au niveau de la membrane du
cou pour les adultes, et au niveau de l'abdomen pour les larves. Les prélévements
d'hémolymphe sont effectués par aspiration car la pression de I'hémolymphe est négative par
rapport A celle de 1'air (Mack ez al., 1979 a; 1979 b).

50 a 80 moustiques ont été ponctionnés a chacun des intervalles de temps : 1 heure, 6
heures et 24 heures apres l'inoculation.
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5.2. La microscopie optique.

L'examen de I'hémolymphe en contraste de phase permet d'observer, a 1'état frais, les
différents types cellulaires de I'hémolymphe.

Une goutte d'hémolymphe, prélevée soit sur une larve de stade IV soit sur une femelle
adulte, est déposée sur une lame et recouverte d'une lamelle. L'examen se fait directement au
microscope optique en contraste de phase.

5.3. La microscopie électronique.

La microscopie électronique permet d'étudier l'ultrastructure des hémocytes ainsi que
certaines réactions immunitaires déclenchées par les inoculations. Cette technique implique
l'inclusion du matériel étudié dans une résine et de débiter cette derniére en coupes fines.

Les blocs de résine taillés au microtome 6 permettent d'obtenir :

- des coupes semi-fines (0,5 2 2 um d'épaisseur) examinées en microscopie optique,

- des coupes ultra-fines (50 3 60 nm d'épaisseur) sur lesquelles porte l'observation au
microcope €lectronique 7.

5.3.1. Le protocole d'inclusion.
Toutes les solutions nécessaires a l'inclusion sont décrites en annexe 1.

L'hémolymphe collectée est fixée au glutaraldéhyde 5% durant une nuit 2 4°C. Elle est
ensuite centrifugée 3 5000 g (15 min) pour former un culot d'hémocytes.
Le culot est lavé 2 fois avec du tampon phosphate 0,1 M, post-fixé 3 'osmium 1% pendant 1
heure, puis lavé A nouveau 2 fois.
La déshydratation se fait dans des bains successifs d'éthanol (30°, 50°, 70°, 95° et 100°), et
enfin dans 2 bains d'oxyde de propylene pur.
Le matériel est pré-imprégné avec un bain d'oxyde de propylene et d'épon (1:1).
L'inclusion se fait dans 1'épon et la résine se polymérise en une nuit a 60°C.

6 Microtome Reichert
7 Microscope €lectronique JEOL (1200xE)

79



5.3.2. La coloration et l'observation des coupes.

Les blocs de résine sont taillés sur un microtome (Laboratoire d’Evolution des Etres
Organisés, Université Paris VI).

Les coupes semi-fines sont colorées au bleu de toluidine (annexe 1). Les coupes ultra-
fines sont contrastées 2 'acétate d'uranyle, 15 A 20 min, puis au citrate de plomb pendant 6
minutes (annexe 1).

Les coupes ultra-fines sont analysées au microscope électronique a une tension de 80 kV
(Laboratoire de Pathologie Comparée, Université Montpellier II).

6. L'étude enzymatique des relations Anopheles-Plasmodium.

Les estérases sont connues pour étre impliquées dans les phénomenes de résistance des
vecteurs aux insecticides (Tadano et Brown, 1966 ; Dorval et Brown, 1970 ; Georghiou et
Pasteur, 1978 ; Georghiou et al., 1980 ; Villani et al., 1983 ; Maruyama et al., 1984 ; Raymond
et al., 1985 ; Denholm et Rowland, 1992).

Des études récentes indiquent que les estérases servent aussi de marqueurs de compétence
vectorielle car elles interviennent dans la résistance des anopheles au Plasmodium et dans les
phénomenes d'encapsulation humorale (Yoshida et Ashida, 1986 ; Vernick et al., 1989 ;
Collins et al., 1991).

Nous avons choisi les estérases totales de 1'anophele pour appréhender la compétence
vectorielle d'A. stephensi vis-a-vis de P. y. yoelii. Les taux enzymatiques ont été déterminés,
par une méthode de dosage colorimétrique, d'abord chez des moustiques sains et infestés, puis
chez des femelles inoculées avec des corps étrangers (sporozoites, hématies, billes de latex et
RPMI).

Le principe d'un dosage colorimétrique utilise la réaction des estérases avec leurs
substrats, 1'a-naphthylacétate 8 et le B-naphthylacétate 9. Cette réaction enzyme-substrat forme
deux produits, I'a-naphthol 10 et le B-naphthol !, que 1'on révele par un colorant. Les estérases

8 w-naphthylacétate (SIGMA N-8505)
9 B-naphthylacétate (SIGMA N-6875)
10 ¢ naphthol (SIGMA N-1000)
11 8_naphthol (SIGMA N-1250)
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ne sont pas dosées directement, mais leur taux peut étre estimé a partir de la quantité de produit
formé lors de la réaction enzyme-substrat.

6.1. Le prélévement des moustiques.

Les taux enzymatiques de référence sont déterminés chez des femelles nourries avec du
jus sucré (notées "fem NG"), des femelles gorgées sur des souris saines (notées "fem S"), des
femelles gorgées sur des souris infectées (notées "fem I") et enfin chez des mailes (notés "M").
Ils servent de référence pour les expériences d'inoculations de corps étrangers chez les
anopheles femelles.

Les adultes sont prélevés quotidiennement, depuis I'émergence (JO) jusqu'au 20 &éme jour
(J20) (figure 4). Les femelles sont nourries sur des souris saines ou infectées, lorsqu'elles sont
agées de 4 jours (J4).

Les échantillons sont constitués par des lots de 10 moustiques pour limiter au maximum
les variations individuelles.

L'effet de l'introduction de corps étrangers dans I'hémolymphe sur les taux d'estérases
est évalué sur des femelles uniquement, car elles seules sont vectrices du Plasmodium.

Les anopheles inoculés ont été prélevés 1, 2, 6, 24, 48 et 72 heures apres l'introduction
des sporozoites, des hématies, des billes de latex ou du RPML

Repas sanguin

Nymphe Adulte sain / infesté
Stades l 1 l
larvaires
JO 1 J4 J5 J20

S16/116

Figure 4 : La dénomination de I'dge des moustiques depuis 1'émergence (JO) jusqu'au 20 ¢me
jour (J20). Les femelles gorgées sur des souris saines deviennent J5 S1 jusqu'a J20 S16, celles
gorgées sur des souris infectées deviennent J5 I1 jusqu'a J20 116.
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6.2. La préparation des échantillons.

Les moustiques récoltés sont traités a 1'état frais car la congélation induit une perte
d'activité estérasique (Freyvogel et al., 1968).

Chaque moustique ou lot de moustiques est tué au froid, pesé puis immédiatement broyé
dans du tampon phosphate (annexe 2), sur un lit de glace. 1l est ensuite dilué de fagon a doser
1/100 de moustique par cupule.

6.3. Le protocole de dosage des estérases.

Le dosage colorimétrique a ét€ mis au point en adaptant des techniques de révélations
enzymatiques utilisées en électrophorése (Asperen, 1962 ; Cochrane et Richmond, 1979 ;
Villani ez al., 1983). Il est calibré sur un volume total de 200 pl par cupule de fagon 2 travailler

avec des plaques de microtitration 12,

Les solutions nécessaires, ainsi que le schéma d'une plaque de dosage colorimétrique
sont décrits en annexe 2.

On dépose 150 pl de substrat puis 25 pl de 'échantillon & doser, et on incube 1 heure &
37°C.
La réaction enzymatique est ensuite stoppée avec 25 pl de colorant GBC (annexe 2) dans
chﬁcune des cupules.

La coloration rose-rouge se développe pendant 10 minutes. La lecture des densités
optiques (DO) est faite au spectrophotometre a 450 nm.

6.4. La gamme étalon.

La gamme étalon est établie, sur chacune des plaques, avec les produits de la réaction
estérase-substrat : I'a et le B-naphthol. Les différentes concentrations d'a et B-naphthol nous
permettent d'établir une relation entre l'intensité des densités optiques lues et la concentration en
produit formé dans les cupules.

12 praques NUNC
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Nous présentons un exemple de gamme de B-naphthol obtenu au cours d'un dosage

colorimétrique (figure 5). Les concentrations de produits sont exprimées en micro moles par
cupule (UM naph / cup).

1,6
14 F
12 b

0,6 a)
04 |
02 | o

0 1 i 1 i
0.05 0.025 0.0125 0.00625 0.003125

UM naphthol/cupule

)

Figure 5 : Exemple dc?pﬁe/“de référence permettant de déterminer graphiquement, a partir des

densités optiques (DO), les quantités de B-naphthol formées dans chacun des échantillons

dosés. \/

<l V\&,WJM IV oW v
— cocindee <0

- % tthrotieon Yromsdlanat
6.5. La présentation des résultats.

En se reportant a la droite étalon, chaque valeur de densité optique est transformée en
quantité de naphthol formé. Les résultats sont exprimés en micro moles de produit formé par
moustique, soit tM naph / fem ou {M naph / male, a partir d'une moyenne calculée sur 8

valeurs pour chacun des individu.

Le traitement statistique des données est fait selon Schwartz (1981). La comparaison des
moyennes observées est établie a partir des résultat du test t de Student-Fisher.
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7. Les techniques immunologiques de détection des antigénes
sporozoitaires chez le moustique.

Les antigénes sporozoitaires peuvent €tre mis en évidence par des techniques
immunologiques telles que l'immunofluorescence, la radio-immunologie ou l'immuno-
enzymologie, basées sur la spécificité des réactions antigene-anticorps (OMS, 1977 ;
Ruitenberg et VanKnapen, 1977).

Nous avons adapté deux d'entre elles, I'immunofluorescence et 'ELISA, a la détection et
au dosage des antigénes CS de P. y. yoelii. Pour ce faire, nous avons fabriqué au laboratoire,
des anticorps polyclonaux dirigés contre des sporozoites immatures et matures.

d»,um:ha_p&.c’(/q_@u u’“‘/“*“"’“

7.1. La fabrication d'anticorps anti-sporozoites.

Nous avons fabriqué :

- un anticorps anti-sporozoites "immatures" sur des souris,

- deux anticorps anti-sporozoites "matures”, le premier sur des souris blanches et le
second sur un lapin de race Nouvelle Zélande.

7.1.1. Le protocole de vaccination.

Les protéines CS du Plasmodium sont majoritaires 4 la surface du parasite et
correspondent aux antigénes les plus immunogenes (Nussenzweig et al., 1972 ; Tibayrenc,
1982 ; Zavala et al., 1983).

Les antigénes injectés aux mammiféres pour la production des anticorps sont :

- une suspension de sporozoites, isolée a partir d'un broyat d'estomacs infestés par des
oocystes de P. y. yoelii , soit environ 7 & 10 jours apres le repas sanguin. L'anticorps
souris ainsi fabriqué est dirigé contre les sporozoites "immatures",

- une suspension de sporozoites faite a partir d'un broyat de glandes salivaires contenant
des sporozoites infestants. 11 induit la synthése d'anticorps anti-sporozoites "matures”.
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7.1.1.1. La vaccination des souris.

Pour chacun des anticorps fabriqués, les souris ont regu, par injection intrapéritonéale :

- 0,25 ml de broyat antigénique et 0,25 ml d'adjuvant de Freund a des jours fixes aprés
celui du début de l'immunisation (J1) :J1, J2, J3, J4, J14, J21 et J28,

- 0,5 ml de sarcome TG180 13 (1:100) & J25 afin d'augmenter la quantité d'anticorps
fabriqués (Sartorelli et al., 1966).

7.1.1.2. La vaccination du lapin.

Le lapin 2 regu, par injection intrapéritonéale :

- 0,5 ml de broyat antigénique et 0,5 ml d'adjuvant de Freund & des jours fixes aprés
celui du début de I''mmunisation (J1) :J1 et J8§,

- 0,5 ml de broyat antigénique a J14, J28 et J42.

7.1.2. Le prélevement et le conditionnement des
anticorps.

10 jours apres l'injection du sarcome aux souris, 1a lymphe est prélevée au niveau de
I'abdomen, puis centrifugée 10 minutes a 2000 g. Le surnageant est récupéré car il contient les
anticorps soit anti-sporozoites "immatures” (AcS/TD), soit anti-sporozoites "matures"”
(AcS/GS). 11 est séparé en aliquotes de 100 pl, qui peuvent étre conservées plusieurs années a

-80°C (Jakstys et al., 1974).

Le lapin a été saigné au niveau de la veine jugulaire. Le sang est Aacé a température
ambiante durant une nuit pour que la caillot se forme. Le sérum est alors centrifugé 10 minutes
2 2000 g. Le culot est €liminé et le surnageant contenant les anticorps lapin anti-sporozoites
"matures” (AcL/GS) est séparé en aliquotes de 100 pl, et conservé a -80°C.

La concentration protéique des anticorps a €té déterminée par la méthode de dosage au
bleu de Coomassie 14, avec pour protéine de référence, I'albumine bovine fraction V (Bramhall
et al., 1969).

13 Sarcome TG180 foumnit par Mme Guillon (Institut Pasteur, Paris)
14 Kit de dosage au bleu de coomassie (PIERCE 23200)
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7.1.3. L'épuisement des immunsérums.

Afin d'obtenir des anticorps anti-sporozoites le plus spécifiques possible des antigénes
CS, nous avons épuisé chacune des aliquotes par un broyat d'anopheles femelles saines (10
femelles).

Pour cela, les anticorps dilués au 1/200 sont incubés une heure & 37°C en présence du
broyat de moustiques.

A la fin de l'incubation, le précipité est éliminé par une centrifugation de 15 minutes a
2000 g. Le surnageant est récupéré et utilis€ pour la réaction immunologique.

7.2. La technique d'immunofluorescence indirecte.

La technique d'immunofluorescence appliquée a la recherche de sporozoites "immatures”
ou "matures" (Voller, 1964) a permis de tester la spécificité des anticorps fabriqués au
laboratoire.

Son principe est basé sur la révélation du complexe antigéne-anticorps par un autre
anticorps couplé a la fluorescéine. La lecture au microscope a épifluorescence permet de
visualiser les antigénes ainsi marqués (Hyman et Mclnnis, 1979).

7.2.1. La préparation des échantillons.

Nous avons prélevé 10 femelles infestées par P. y. yoelii, dont 5 au stade oocyste et S au
stade glande salivaire. Les anticorps anti-sporozoites matures sont testés sur les femelles
hébergeant des sporozoites dans les glandes salivaires, I'anticorps anti-sporozoites immatures
I'est sur les femelles présentant des oocystes.

Les tubes digestifs et les glandes salivaires infestés sont disséqués selon la méthode
décrite au paragraphe 3.1.1., puis isolés dans des tubes eppendorf. Chaque échantillon est
broyé€ dans 10 pl de RPML
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7.2.2. Le protocole.

Sur une lame 2 immunofluorescence, on dépose 10 pl de chacun des échantillons 2 tester,
et on laisse sécher 2 température ambiante une nuit.

Les lames sont fixées 1 heure dans un bain d'acétone a -20°C, puis séchées.

On dépose 100 pl d'anticorps lapin ou souris anti-sporozoites dilués au 1/100 sur les
échantillons. La réaction antigéne-anticorps se développe durant 1 heure & 37°C. Les lames sont
rincées 3 fois 10 minutes avec du sérum physiologique, puis séchées.

On dépose 100 pl de solution d'anticorps anti-souris !5 ou anti-lapin 16 conjugué a la
fluorescéine (1:100, avec 5 ul de bleu d’Evans). On incube 1 heure & 37°C. Les lames sont
rincées a nouveau 3 fois 10 minutes avec du sérum physiologique, puis séchées.

On peut alors procéder a la lecture des lames.

7.2.3. L'observation des lames.

La lecture des lames est réalisée avec un microscope 2 épifluorescence, apres les avoir
recouvertes d'une solution aqueuse de glycérol (1:9) et d'une lamelle.

Les sporozoites marqués par la fluorescéine apparaissent en fluorescence verte alors que
les accrochements non spécifiques fluorescent en jaune, rouge ou bleu.

7.3. Le dosage immuno-enzymatique (ELISA).

Le dosage des antigénes sporozoitaires par une méthode immuno-enzymatique a pour
principe de révéler les complexes antigénes-anticorps grice 2 autre anticorps, couplé cette fois a
une enzyme (Nakane et Pierce, 1967). L'enzyme est ensuite révélée par une réaction
colorimétrique (OMS, 1977).

Cette technique est trés utilisée, par ailleurs, pour le diagnostic des maladies parasitaires et
I'évaluation des charges parasitaires chez 1'homme (Voller et al., 1975 ; Ruitenberg et Buys,
1977 ; Ambroise-Thomas et Desgeorges, 1978 , Naot et Remington, 1981 ; Konoshi et
Yamaoka, 1982).

15 Anticorps marqués anti IgG souris, fluorescéine (DIAGNOSTICS PASTEUR 74641)
16 Anticorps marqués anti 1gG lapin, fluorescéine (DIAGNOSTICS PASTEUR 74641)
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La technique ELISA a été adaptée 2 la détection des antigénes de sporozoites immatures et
matures de P. y. yoelii. Les anticorps dont nous disposons n'étant pas spécifiques des
antigénes CS, nous avons augmenté la spécificité de la réaction par un dosage en double
sandwich (Voller ez al., 1976). Ainsi, les échantillons que 1'on veut tester se lient & un premier
anticorps puis 2 un second (figure 6).

La mise au point du dosage ELISA porte sur la comparaison de femelles infestées par P.
y. yoelii avec des femelles saines, dans les conditions du laboratoire. L'épreuve est ensuite
utilisée pour évaluer la charge sporozoitaire des femelles aprés inoculation.

7.3.1. La préparation des échantillons.

Des femelles infestées sont prélevées tous les jours, depuis le 7 éme jour apres le repas de
sang jusqu'au 18 ¢me jour. Les femelles inoculées avec des sporozoites immatures et matures,
ont été€ prélevées 24 et 48 heures apres 1'inoculation, puis 3 jours, 5 jours et 7 jours apres.

Chagque moustique est isolé dans un tube et congelé€ a -80°C. Une semaine apres, il est
décongelé, broyé dans du tampon de dilution (annexe 3) puis recongelé jusqu'au dosage.

7.3.2. La sensibilisation des plaques.

Des plaques a trés haute adsorption !7 sont utilisées comme support de coating par les
» . . ~
anticorps lapin anti-sporozoites (AcL/GS). Sevar G s lilon

Vloatie & cispinn , Coat dieny

Chaque cupule est tapissée avec 200 pl d'une solution d'anticorps lapin anti-sporozoites
a 8 ug / cupule. Apres 2 heures d'incubation & 37°C, les cupules sont saturées par 100 pl
d'albumine bovine a 3% (annexe 3), puis incubées au moins 12 heures a 4°C. Les plaques sont
alors prétes a 'emploi.

17 plagues GREINER
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EtapeI:

Réaction immunologique ting
en double sandwitch ' '
Seog, Anticorps Lapin
*§ Y Y | anti-sporozoites
E s Réaction anticorps-antigénes

ﬁ B f Y W Antigene 2 doser

Réaction antigénes-anticorps

\( Y Anticorps Souris
anti-sporozoites

Etape II :
Réaction

immuno-enzymatique
{ y Conjugué anti-souris
J & marqué A la péroxydase

O 0

Etape 111 :

Réaction enzym.atiquc I
o
08 Chromogéne

Péroxydase + Chromogene >>>>> Coloration BLEUE

Figure 6 : Les étapes du dosage des antigénes sporozoitaires par la technique ELISA en double
sandwich.
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7.3.3 Les étapes du dosage.

Les solutions nécessaires au dosage immuno-enzymatique, ainsi que le schéma de la
plaque obtenue sont présentés en annexe 3.

Les étapes successives du dosage ELISA sont établies avec un volume de 200 pl / cupule.
A la suite de chacune des étapes décrites ci-dessous, on proceéde & une incubation de 1 heure &
37°C, & un triple lavage avec du tampon de lavage a 0,1% de tween 20 18 (durée totale du lavage
9 minutes), et un égouttage a sec. )

L'antigéne a doser est dilu€ a 1/80, et déposé dans les cupules.

On ajoute ensuite les anticorps souris anti-sporozoites "immatures" (AcS/TD) ou anti-
sporozoites "matures” (AcS/GS) 2 la concentration de 8 pg / cupule.

Le complexe anticorps-antigéne-anticorps est révél€ par l'anticorps anti-souris conjugué a
la peroxydase 19, a 8,2 g / cupule.

On dépose ensuite le substrat de 1'enzyme, l'orthotolidine 20 (Monget, 1978). La
péroxydase réagit avec son substrat en donnant une coloration bleue, d'autant plus intense que
le nombre de sporozoites est élevé.

L'appréciation de la coloration est faite par un spectrophotométre, & 630 nm, qui la
transcrit en densités optiques. La lecture des plaques est faite aprés 30 minutes, temps au bout
duquel la coloration est optimale (Ambroise-Thomas et Desgeorges, 1978 ; Ambroise-Thomas
et al., 1981).

7.3.4. Les témoins de réaction et la gamme étalon.

Sur chaque plaque nous avons réalisé les témoins suivants :

-un bruit de fond (F), correspondant aux accrochements non spécifiques entre les
différents anticorps déposés,

- un témoin positif de référence (T+), réalis€ a partir d'un broyat de 75 femelles infestées
par P. y. yoelii, et réparti en aliquotes congelées a -80°C,

- un témoin négatif de référence (T-), réalis€ avec un broyat de 75 femelles saines et
séparé en aliquotes congelées a -80°C,

- une gamme €talon composée de dilutions successives d'une suspension standard de
sporozoites matures de concentration connue (paragraphe 3.1.1.).

18 Polyoxyethyléne-sorbitan monolaurate "Tween 20" (SIGMA P-1379)
19 Anticorps mouton anti-souris conjugué i la péroxydase (SIGMA A-5906)
20 Orthotolidine (SIGMA T-6265)
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Les densités optiques obtenues avec les T- ont permis de fixer le seuil en dessous duquel
il fallait considérer I'échantillon comme négatif, soit non-infesté soit faux-négatif. Ce témoin
permet d'évaluer les antigénes non CS reconnus par les anticorps.
Les densités optiques lues pour les T+ nous indiquaient que la réaction était positive,
1 C'est-2-dire que les antigénes sporozoitaires sont bien révél€s par le dosage ELISA.
W ) ( Les densités optiques obtenues avec la gamme permettent d'estimer la concentration de
sporozoites présents dans les échantillons dosés.

Nous présentons deux exemples de gamme de référence obtenue a l'issue d'un dosage
immuno-enzymatique (figures 7 et 8). Les concentrations sporozoitaires sont exprimées en
nombre de sporozoites par cupule (sp).

AcS/GS

14

1,2 ¢+
1k

08 } .

0,6 F .

04 F ]

02 f .

0 ) | 1 1 [} '] A ]
10240sp S5120sp 2560sp 1280 sp 640 sp 320 sp 160 sp 80 sp

Nombre de sporozoites par cupule

Figure 7 : Exemple de droite de référence permettant de déterminer graphiquement, a partir des
densités optiques (DO), la concentration d'antigénes sporozoitaires contenue dans les
échantillons (dosage avec l'anticorps souris anti-sporozoites glandes salivaires, AcS/GS).
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AcS/TD

1,4
12 }
1s
0,8
0,6
04
0,2 } .

0 | 1 L A L | I

10240sp 5120sp 2560sp 1280sp 640 sp 320 sp 160 sp 80 sp

Nombre de sporozoites par cupule

Figure 8 : Exemple de droite de référence permettant de déterminer graphiquement,  partir des
densités optiques (DO), la concentration d'antigénes sporozoitaires contenue dans les
échantillon (dosage avec 1'anticorps souris anti-sporozoites tube digestif, AcS/TD).

7.3.4. La présentation des résultats.

Toutes les valeurs de densités optiques (DO) obtenues en ELISA correspondent aux DO
lues sur les plaques corrigées par la valeur du bruit de fond et celle du t¢émoin négatif:

DO = DO (lue) - DO (bruit de fond) - DO (T-)

Pour la gamme étalon, les quantités de sporozoites sont exprimées en nombre de
sporozoites par cupule, soit sp / cup.

Pour les €chantillons, les quantités de sporozoites estimées sont exprimées en nombre de
sporozoites par femelle, soit sp / fem.

L'épreuve ELISA est évaluée 2 partir de différents parametres, tels :

- la fiabilité relative (F), soit la proportion de moustiques positifs et négatifs correctement
classés en ELISA rapportés a la totalité des moustiques,

- 1a spécificité (SP), soit 1a proportion de moustiques sains négatifs en ELISA rapportée 3
I'ensemble des moustiques sains a la dissection,

- la spécificité (S), soit le nombre minimum de sporozoites détectés par 'ELISA,
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- la valeur prédictive d'un diagnostic positif (VPD+), qui est la proportion de moustiques
infestés par rapport a l'ensemble des moustiques positifs en ELISA,

- la valeur prédictive d'un diagnostic négatif (VPD-), qui est la proportion de moustiques
sains par rapport a I'ensemble des moustiques négatifs en ELISA,

- la valeur globale de 1'épreuve (VG), soit la proportion de moustiques infestés ou sains
correctement classés rapport€  la totalité€ des moustiques testés.

L'analyse statistique des données est faite selon Schwartz (1981). Les pourcentages
observés sont comparés par un test de Chi2, a partir d'un tableau de contingence 2x2.
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CHAPITRE 11

Cytologie de I'hémolymphe d'Anopheles stephensi



1. Introduction.

La description des hémocytes d'insectes basée sur des caractéres morphologiques et
cytochimiques a aboutit a des classifications nombreuses et variées. Ainsi, un méme type
d'hémocytes peut étre décrit sous des noms différents selon les auteurs, ou bien, des termes
identiques peuvent étre appliqués 4 des hémocytes de types variés (Wigglesworth, 1959 ;
Jones, 1962 ; Price et Ratcliffe, 1974). L'étude en microscopie optique ne permet pas de
différencier les types cellulaires d'insectes a partir des propriétés tinctoriales comme elle le
permet chez les vertébrés.

L'utilisation de la microscopie électronique a permis de décrire l'ultrastructure des
hémocytes et d'en simplifier la nomenclature (Hoffmann, 1968). Des études sont développées
dans beaucoup d'ordres d'insectes. Les classifications actuelles des hémocytes sont d'abord
établies sur des caracteéres ultrastructuraux. A la suite de la description de leurs caractéres
cytologiques, les types d’hémocytes sont repérés en microscopie optique. La classification est
établie en essayant de tenir compte a la fois des caractéres morphologiques et de certains
caracteres fonctionnels (Brehélin et Zachary, 1986).

La méme démarche est utilisée pour la réalisation de cette étude. La composition
cytologique de I'hémolymphe d'Anopheles stephensi, au 4¢éme stade larvaire et au stade adulte
femelle, est décrite a partir d'observations en microscopie €électronique puis en microscopie
optique. Nous exposons la morphologie des hémocytes et abordons le role de ces cellules dans
les réactions de défense des moustiques.

La faible concentration d'hémocytes chez le moustique, a I'état larvaire comme a 1'état
adulte, entraine des difficultés de manipulation. Les chances d'observer un hémocyte sur des
coupes d'insectes entiers sont faibles et nous nous sommes appliqués a travailler sur des culots
d'hémocytes. Cela a imposé de prélever I'hémolymphe d'un grand nombre de moustiques de
fagon a obtenir un culot de cellules suffisamment conséquent pour €tre fixé et inclus dans la
résine.

2. Les hémocytes d'A. stephensi et leurs roles dans les réactions de
défense du moustique.
Les hémocytes d'Anopheles stephensi sont trés peu nombreux mais présentent les mémes

caractéristiques chez les larves de stade IV et chez les adultes. La description que nous faisons
est donc valable pour les deux stades étudiés.
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L'étude morphologique permet de mettre en évidence :

- trois types d'hémocytes définis selon la classification de Brehélin et Zachary (1986) :
les prohémocytes, les oenocytoides et les plasmatocytes macrophages,

- diverses autres cellules dont I'appartenance aux hémocytes est discutée.

2.1. Les prohémocytes.

Les prohémocytes (planche V, photos 13 et 14) sont des cellules arrondies de petite taille
(5 a7 pm) dont le rapport nucléo-cytoplasmique est trés élevé. Le cytoplasme est peu
développé, confiné 2 la périphérie de la cellule, et dépourvu d'inclusions. L'ergastoplasme et
I'appareil de Golgi sont discrets alors que les ribosomes libres sont abondants.

Ce type d'hémocyte est observé en nombre réduit dans I'hémolymphe. D'apres leurs
caracteres ultrastructuraux, ces cellules apparaissent comme les cellules souches des hémocytes.
De plus, elles sont souvent observées en cours de mitose (planche V, photo 13).

En microcopie optique, ces hémocytes ont un noyau qui semble occuper 80% du volume
cellulaire. Le peu de cytoplasme apparait homogene, sans inclusions.

2.2. Les oenocytoides.

Les oenocytoides sont des cellules de grande taille (10 2 12 pm de diameétre), dont
l'aspect extérieur est régulier, sans digitations (planche VI, photo 15). Le rapport nucléo-
cytoplasmique est faible. Le cytoplasme ne contient que des ribosomes libres, lui conférant son
aspect graniteux. Les organites cellulaires (mitochondries, appareil de Golgi et réticulum
endoplasmique) sont trés peu représentés. On y observe des zones moins opaques aux électrons
et qui semblent dépourvues de ribosomes (planche VI, photo 16).

En microscopie optique, Le noyau est toujours en position excentrée dans la cellule et de
petite taille. Le cytoplasme est clair, homogene et sans inclusions (planche VI, photo 17).

Ce type d'hémocyte a €té observé uniquement chez les larves de stade IV.
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PLANCHE V
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Les prohémocytes



Photo 13 : Prohémocyte d'A. stephensi en microscopie électronique (x 6 000).

La cellule est en cours de mitose : la chromatine (Ch) est condensée. Le noyau (N) est
volumineux, et délimité par la membrane nucléaire (Mn). Le cytoplasme (C) est réduit A la
périphérique de la cellule.

Photo 14 : Prohémocyte d'A. stephensi en microscopie optique a contraste de phase (x 1 250).
Le noyau occupe 80% de la cellule. Le cytoplasme apparait sans inclusions.
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PLANCHE VI

100

Les oenocytoides



Photo 15 : Oenocytoide d'A. stephensi en microscopie électronique (x 6 000).

Ce type cellulaire est caractérisé par sa forme réguliére, et un noyau (N) en position excentrée.
Le cytoplasme (C) est pauvre en organites cellulaires. On note quelques mitochondries (M) et
des ribosomes libres (R) trés nombreux. Les plages de cytoplasme claires semblent dépourvues
de ribosomes.

Photo 16 : Fragment de cytoplasme d'un oenocytoide d'A. stephensi en microscopie
électronique (x 15 000).

L'abondance des ribosomes libres (R) donne un aspect grenu au cytoplasme. Noyau (N),
mitochondries (M).

Photo 17 : Oenocytoide d'A. stephensi en microscopie optique a contraste de phase (x 1 250).
Noter la forme réguliére de la cellule, le noyau décentré et le cytoplasme homogeéne.
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2.3. Les plasmatocytes macrophages.

Les plasmatocytes macrophages ou hémocytes granuleux de type III sont des cellules de
grande taille et polymorphes, pouvant étre rondes (7 um de diametre) ou allongées (2 pm sur
12 pm) (planche VII, photos 18 et 19). Fréquement, la membrane plasmique s'invagine a
I'intérieur du cytoplasme en formant des vésicules a paroi épaisse et ornementée, les vésicules
de pinocytose (planche VII, photo 19). Le cytoplasme est riche en ribosomes libres, et le
réticulum endoplasmique est surtout constitué de citernes dilatées dont le contenu d'aspect
floconeux signe une activité protéosynthétique importante (planche VII, photo 18'). Les
mitochondries sont nombreuses, de petite taille, et se répartissent de fagon homogene dans tout
le cytoplasme.

Les plasmatocytes observés en microscopie en contraste de phase, a 1'état frais sont des
cellules de formes variées, fusiformes, sphériques ou effilées. Le noyau est souvent excentré.
Le cytoplasme apparait sous deux aspects : homogene, avec des granules de petite taille et peu
réfringents (planche VIII, photo 20) ou hétérogene, avec de nombreux granules trés denses et
des grandes vacuoles claires (planche VIII, photo 21). Les granules, caractérisant les
plasmatocytes macrophages, sont normalement peu nombreux mais augmentent
considérablement en nombre et en taille si les particules & phagocyter sont nombreuses dans
I'hémolymphe.

On note également des modifications morphologiques in vitro, quand les plasmatocytes
sont au contact d'un support aprés prélevement de I'hémolymphe. Le cytoplasme emet des
pseudopodes longs et fins, ou s'étale sous forme de voile a la périphérie de la cellule (planche
VIII, photos 22 et 23).

L'appareil de Golgi est bien développé, et son activité sécrétrice importante produit des
vésicules qui vont fusionner avec les vésicules de pinocytose ou les vacuoles macrophagiques.
On aboutit a la formation de corps multivésiculaires dont 1'aspect devient de plus en plus dense
et hétérogene : ce sont les corps de résorptions ou lysosomes secondaires (planche VII, photo
19"). Ces lysosomes sont les seuls granules observés dans ce type d'hémocyte.
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PLANCHE VII

Les plasmatocytes macrophages
en microscopie électronique
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Photo 18 : Plasmatocyte macrophage d'A. stephensi en microscopie €lectronique (x 4 000).
La cellule est de forme allongée. Le cytoplasme (C) montre un réticulum endoplasmique trés
développé, sous forme de citernes allongées (cit). Noyau (N).

Photo 18' : Détail du cytoplasme d'un plasmatocyte macrophage d'A. stephensi en microscopie
électronique (x 10 000).

Le réticulum endoplasmique est constitué de citernes dilatées (cit), & aspect floconneux. Les
ribosomes libres (R) sont nombreux. Noyau (N).

Photo 19 : Plasmatocyte macrophage d'A. stephensi en microscopie €lectronique (x 8000).
La cellule est de forme arrondie. La membrane plasmique s'invagine pour former des vésicules
de pinocytose (V). Noter la présence de corps de résorption (Cr) de grande taille.

Photo 19" : Détail du cytoplasme d'un plasmatocyte macrophage d'A. stephensi en microscopie
électronique (x 30 000).

Noter la présence de corps de résorptions ou lysosomes secondaires (Cr), de structure
membranaire. Le réticulum endoplasmique est développé sous forme de citernes dilatées (cit).
Noyau (N).
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PLANCHE VIII

Les plasmatocytes macrophages
en microscopie optique
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Photo 20 : Plasmatocyte macrophage d'A. stephensi en microscopie optique (x 1 250).
Le cytoplasme cellulaire est homogene et peu réfringent, avec des granules de petite taille.

Photo 21 : Plasmatocyte macrophage d'A. stephensi en microscopie optique (x 1 250).
Le cytoplasme cellulaire est hétérogeéne, avec des granules nombreux et de grande taille. On
note la présence de grande vacuoles plus claires.

Photo 22 : Plasmatocyte macrophage d'A. stephensi en microscopie optique (x 1 250).
La cellule émet des pseudopodes longs et fins lorsqu'elle se trouve, in vitro, A la surface d'un
support.

Photo 23 : Plasmatocyte macrophage d'A. stephensi en microscopie optique (x 1 250).

Le cytoplasme de la cellule émet des voiles lorsqu'elle se trouve, in vitro, a la surface d'un
support.
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2.4. Les adipohémocytes.

En circulation, nous avons observé des cellules de grande taille (15 pm de diametre) et
contenant de nombreuses inclusions lipidiques (planche IX, photos 24 et 25). Si certaines de
ces cellules font partie du tissus adipeux de l'insecte de fagon indiscutable (voir paragraphe
2.5.), d'autres en revanche présentent des caractéristiques de cellules circulantes : nous les
avons appelées adipohémocytes.

Outre les inclusions lipidiques parfois nombreuses et de grande taille, les adipohémocytes
ont une charge en glycogeéne trés importante. Chez la larve, certaines de ces cellules
apparaissent beaucoup moins chargées en glycogene et en inclusions lipidiques (planche IX,
photo 26). L'ergastoplasme est bien développé, surtout au voisinnage du noyau, et forme de
nombreuses vésicules dilatées a contenu floconneux. Les mitochondries sont nombreuses et de
grande taille.

Les adipohémocytes, en microscopie optique, sont de grandes cellules. Leur cytoplasme
est chargé en gros globules trés réfringents, de type lipidique, et en petits granules d'aspect
sombre.

Dans certaines expériences d'injection de billes de latex, les adipohémocytes ont montré
une capacité a phagocyter ces corps inertes. Cette activité importante peut aller jusqu'a un état
de surcharge qui provoque la lyse de la cellule (planche X, photo 27).

Lors du processus de phagocytose, la cellule, au contact du corps étranger, émet des
prolongements de cytoplasme qui englobent la particule puis qui vont fusionner et emprisonner
la particule dans une vacuole a I'intérieur du cytoplasme (planche X, photos 28 et 28°). Ces
vacuole, apreés fusion avec les vésicules lysosomiales du Golgi, forment les corps de
résorption. Le matériel phagocyté est normalement dégradé dans les corps de résorption, ce qui
n'est pas le cas, bien siir, des billes de latex. On observe souvent des vacuoles de résorption de
trés grande taille (3 pm de diametre) ou sont rassemblés le contenu de plusieurs vacuoles de
phagocytose (planche X, photos 27).
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PLANCHE IX

Les adipohémocytes
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Photo 24 : Adipohémocyte d'A. stephensi en microscopie électronique (x 5 000).
Le cytoplasme est riche en inclusions lipidiques (Lp) et en grains de glycogene (Gl). Noyau
(N), mitochondries (M).

Photo 25 : Adipohémocyte d'A. stephensi en microscopie optique a contraste de phase
(x 1 250).
La présence de globules lipidiques nombreux donne un aspect trés réfringent 2 la cellule.

Photo 26 : Adipohémocyte d'une larve d'A. stephensi en microscopie électronique (x 4 000).

Le cytoplasme apparait beaucoup moins chargé en glycogene (Gl) et en inclusions lipidiques
Lp).
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PLANCHE X

Le processus de phagocytose par les
adipohémocytes
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Photo 27 : Adipohémocyte d'A. stephensi en microscopie €électronique (x 6 000).

La cellule est totalement lysée par la surcharge en billes de latex (Lx). Noter la présence de
corps de résorption (Cr) ol sont rassemblés le contenu de plusieurs vacuoles de phagocytose.
Inclusions lipidiques (Lp), noyau (N).

Photo 28 : Détail d'une vacuole de phagocytose d'un adipohémocyte d'A. stephensi en
microscopie électronique (x 15 000).

La bille de latex phagocytée (Lx) et la mitochondrie (M) sont isolées du cytoplasme 2 l'intérieur
d'une vacuole (V). Ribosomes libres (R).

Photo 28' : Détail d'une vacuole de phagocytose d'un adipohémocyte d'A. stephensi en
microscopie électronique (x 30 000).

La membrane de la vacuole de phagocytose (V) englobe la bille de latex (Lx) et 1a mitochondrie
M).
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2.5. Les autres types de cellules en circulation.

En plus des cellules circulantes précédemment décrites, et qui peuvent étre rattachées a
des types d'hémocytes bien définis, nous observons fréquement, en circulation des cellules qui
appartiennent a deux types :

- les adipocytes, ou cellules du corps gras,

- les cellules a "double membrane”.

2.5.1. Les cellules du corps gras.

Les cellules du corps gras sont de grande taille (30 pm de diamétre). Le noyau est
souvent entouré d'une couche de hyaloplasme ol se concentre l'ergastoplasme (planche XI,
photos 29 et 29'). Le cytoplasme est largement occupé par des grains de glycogeéne et des
inclusions lipidiques, parfois trés denses aux électrons (planche XI, photo 29). Les
mitochondries sont nombreuses et se concentrent autour des grains de lipides.

Certaines de ces cellules peuvent étre facilement confondues avec les adipohémocytes.
Cependant, dans les cas favorables, on observe la présence d'une fine membrane basale,
suggérant ainsi leur appartenance a un tissu fixe (planche XI, photo 29").

En microscopie optique, ces cellules ont une forme arrondie réguliére (planche XI, photo
30). Elles sont bourrées de gros granules, trés réfringents, les granules lipidiques. Ces cellules
n'adhérent jamais a la lame de verre et se retrouvent en circulation isolées ou par groupe de
plusieurs. On retrouve méme des globules réfringents libres ou des débris cellulaires provenant
de ces cellules.
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PLANCHE XI

Les cellules du corps gras ou adipocytes
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Photo 29 : Adipocyte d'A. stephensi en microscopie électronique (x 3 000).
Le cytoplasme est riche en grains de glycogéne (Gl), en inclusions lipidiques (Lp) et en
mitochondries (M). Le noyau (N) est entouré d'une zone de hyaloplasme (Hy).

Photo 29': Adipocyte d'A. stephensi en microscopie électronique (x 5 000).

Le noyau de la cellule est entouré d'une couche de hyaloplasme ol se concentrent les citernes
du réticulum endoplasmique (cit). La membrane basale (Mb) est le vestige de 1'appartenance des
adipocytes au tissus adipeux. Grains de glycogene (Gl).

Photo 30 : Adipocyte d'A. stephensi en microscopie optique a contraste de phase (x 1 250).
Les globules réfringents sont trés nombreux.
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2.5.2. Les cellules a2 "double membrane".

Certaines de ces cellules présentent des caractéristiques de plasmatocytes, mais
I'observation en microscopie électronique révele la présence d'une membrane plasmique qui
semble étre double (planche XII, photos 31 et 32).

Ces cellules renferment un appareil de Golgi souvent bien développé et quelques corps de
résorption (planche XII, photo 31). Certaines observations ont permis de montrer que la
membrane la plus externe provient d'une cellule voisine contigiie mais qui présente une lyse
totale et dont seule la membrane semble avoir été conservée (planche XIII, photos 33 et 33").
L'observation, dans de rares cas, d'un type particulier de jonctions inter-cellulaires, les
jonctions septées, vient confirmer l'interprétation que nous faisons de ces cellules (planche
XIV, photos 34 et 34"). Ces zones d'attache spécialisées des membranes cellulaires, sous
forme de "ponts”, traversent 1'espace intercellulaire.
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PLANCHE XII

Les cellules a "double membrane"
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Photo 31 : Cellule 2 "double membrane" d'A. stephensi en microscopie €lectronique
(x 12 000).

Noter la présence de la membrane plasmique (Mp) "double"”. L'appareil de Golgi est bien
développé et il y a quelques corps de résorption (Cr). Noyau (N), membrane nucléaire (Mn),
mitochondries (M).

Photo 32 : Cellule 2 "double membrane"” d'A. stephensi en microscopie €lectronique

(x 25 000).
Noter la présence de la membrane plasmique "double” (Mp).
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Photo 31

Photo 32
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PLANCHE XIII

Les cellules a "double membrane"
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Photo 33 : Cellule A "double membrane" d'A. stephensi en microscopie électronique
(x 10 000).

Noter la présence de la membrane plasmique "double” (Mp) entre les cellules voisines. La
cellule (cel) a été lysée et seule la membrane a été€ conservée.

Photo 33' : Détail d'une cellule & "double membrane" d'A. stephensi en microscopie

électronique (x 25 000).
La membrane plasmique "double” (Mp) est le seul vestige d'une cellule lysée (cel).
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PLANCHE XIV

Les cellules a "double membrane"
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Photo 34 : Cellule 2 "double membrane" d'A. stephensi en microscopie é€lectronique
(x 10 000).

Noter la présence de jonctions septées (J) entre deux cellules. Lipides (Lp), noyau (N).

Photo 34' : Détail des jonctions septées (J) entre deux cellules & "double membrane" d'A.
stephensi en microscopie électronique (x 25 000).
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3. Discussion.

Les insectes hématophages, de par/ leur)> rc‘>le{> épidémiologiqm:}6 variés, ont une
importance médicale certaine. Sur le plan de la médecine humaine et vétérinaire, 1'ordre des
diptéres occupe la premiére place, soit comme vecteurs d'agents pathogenes, soit comme
sources de nuisances. En raison de leur capacité a transmettre des agents pathogenes, les
moustiques (Culicidae) ont donné€ lieu & une somme considérable de travaux sur leur biologie,
leur écologie ou leur physiologie. Or, il est étonnant de constater que I'hématologie des
Culicidae est mal connue.

Les études, peu nombreuses, ont €t€ réalisées uniquement en microscopie optique (Jones,
1953 b; Foley, 1978 ; Kaaya et Ratcliffe, 1982). De plus, l'essentiel des données a été€ obtenu
a partir de larves de diverses especes de moustiques : Anopheles (Jones, 1953 b), Aedes
(Jones, 1958 ; Ho et al., 1982) et Culex (Amouriq, 1960).

Drif et Brehélin (1983) ont publié les premiéres photos en microscopie électronique et
proposent une classification des hémocytes d'Aedes et de Culex. Cependant, cette €tude ne
porte que sur le stade larvaire. La cytologie des hémocytes d'adultes, quelle que soit 1'espece de
Culicidae, n'a fait 'objet d'aucune publication a ce jour.

Chez Anopheles stephensi, nous avons mis en évidence différents types de cellules
circulantes dans les culots obtenus a partir de prélévements d'hémolymphe centrifugés.
Certaines de ces cellules appartiennent au tissus hémolymphatique, et présentent les
caractéristiques cytologiques de types d'hémocytes classiquement reconnus dans la littérature :
les prohémocytes, les oenocytoides et les plasmatocytes macrophages (Brehélin et Zachary,
1986). D'autres cellules, en revanche, sont vraissemblablement des cellules normalement
sessiles provenant de tissus fixes : les adipocytes et les cellules a "double membrane”. Un type
particulier de cellules circulantes, les adipohémocytes, fait I'objet de nombreuses discussions
dans la littérature. Leur existgnce en temps qu'hémocyte particulier n'est admise que par
quelques auteurs (Amouriq, 1960 ; Bronskill, 1962 ; Foley, 1978).

Dans leurs études effectuées sur des adultes, en microscopie optique, Foley (1978) décrit
chez A. stephensi des prohémocytes, des plasmatocytes, des hémocytes granuleux, des cellules
a sphérules et des adipohémocytes, et Kaaya et Ratcliffe (1982) n'observent pas de cellules a
sphérules mais décrivent par contre des oenocytoides chez C. quinquefasciatus et A. aegypti.
Chez A. stephensi, 1'étude basée sur la microscopie électronique et optique, nous a permis de
définir quatre types d'hémocytes : les prohémocytes, les oenocytoides, les plasmatocytes
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macrophages et les adipohémocytes.

Les prohémocytes, chez les moustiques comme chez d'autres insectes, présentent les
caractéristiques de cellules indifférenciées (planche V, page 97). L'observation de plusieurs
d'entre elles en cours de mitose est un argument supplémentaire pour les classer, comme la
plupart des auteurs, dans la catégorie des cellules souches d'hémocytes (Beaulaton, 1979 ;
Brehélin, 1982 ; Essawy et al., 1985 ; Brehélin et Zachary, 1986).

Trés rares en microscopie optique, les prohémocytes se reconnaissent cependant
facilement par leur petite taille et leur rapport nucléo-cytoplasmique plus élevé que chez tous les
autres types d'hémocytes (planche V page 97). Ces observations sont en accord avec celles de
Foley (1978) et Kaaya et Ratcliffe (1982).

Les oenocytoides ont des caractéristiques ultrastructurales particuli¢res a ce type
d'hémocyte (planche VI page 100), ie une forme arrondie réguli¢re, un noyau excentré et un
cytoplasme homogeéne avec de trés rares organites A 1'exception des ribosomes libres tres
nombreux. Le cytoplasme présente parfois des zones moins denses aux électrons, rappelant
ainsi des caractéristiques déja décrites pour les oenocytoides d'un lépidoptere, Heliotis
armigera, (Essawy et al., 1985) ou les cellules 2 cristaux de Drosophila yakuba (Rizki et Rizki,
1959 ; Brehélin, 1982).

En microscopie optique, nos observations corroborent celles de Kaaya et Ratcliffe
(1982). Les oenocytoides se reconnaissent a leur forme arrondie et leur noyau excentré. Nous
devons cependant préciser que ce type d'hémocyte n'a ét€ observé que chez les larves de stade
IV. Nous ne l'avons pas retrouvé chez les adultes.

Les plasmatocytes sont de type macrophage, comme le montrent les nombreuses images
de phagocytose (planche VII page 104). Certaines cellules observées dans les culots
d'hémocytes de moustiques, ont des caractéristiques ultrastructurales de plasmatocytes mais ont
la particularité¢ de montrer une membrane plasmique double. Nos observations indiquent qu'il
s'agit en fait de cellules normalement intégrées dans un tissu fixe, et leur présence dans les
culots n'est sans doute qu'un artéfact de préparation dii aux prélévements.

Certains plasmatocytes ont des corps de résorption, ou lysozomes secondaires, parfois
nombreux et de grande taille. En microscopie optique, ces derniers peuvent alors €tre décrits
comme des granulocytes. Les véritables granulocytes sont des hémocytes dont les granules
représentent des sécrétions spécifiques de la cellule (Brehélin et Zachary, 1986), ce que nous
n'avons jamais observé en microscopie électronique chez A. stephensi. Pourtant, en
microscopie optique, ces hémocytes semblent étre les plus nombreux dans I'hémolymphe des
larves et des adultes. Nous pensons donc que les granulocytes décrits lors des études en
microscopie optique (Foley, 1978 ; Kaaya et Ratcliffe, 1982) sont des plasmatocytes chargés de
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corps de résorptions. Ce type d'hémocyte est décrit chez beaucoup d'insectes, en particulier
chez les orthopteres (Hoffmann, 1968) et les dictyopteres (Hagopian, 1971), et semble absent
chez les lépidopteres (Essawy et al., 1985 ; Brehélin et Zachary, 1986).

Les adipohémocytes ont souvent été décrits comme des cellules en circulation dans
I'hémolymphe. On les retrouve dans la littérature sous des noms différents : "cellules a
sphérules” chez A. aegypti (Bronskill, 1962) ou "granulocytes” chez C. hortensis (Amouriq,
1960). Mais comme le soulignent Kaaya et Ratcliffe (1982), ils sont parfois difficile a
distinguer des cellules du corps gras, des granulocytes ou des cellules a sphérules a cause de la
présence d'inclusions de grandes tailles. Chez A. stephensi, ces deux types d'hémocytes, les
granulocytes et les cellules a sphérules, n'existent pas. Par contre, nous avons décrit en
microscopie €lectronique, des cellules circulantes qui présentent d'importantes réserves en
lipides et en glycogene et qui appartiennent au type adipohémocyte.

Ces hémocytes sont cependant difficiles a distinguer des adipocytes, ou cellules du corps
gras, qui se sont séparées les unes des autres lors du prélevement (Bronskill, 1962 ; Amouriq,
1960). Dans les cas favorables, les adipocytes en circulation sont regroupés par deux ou trois et
ont encore une membrane basale commune, témoin de leur appartenance au tissus adipeux de
I'insecte (planche XI page 118). La présence de véritables adipohémocytes est soutenue par
I'observation d'une activité de phagocytose intense de ces cellules vis-a-vis du matériel injecté
(planche X page 114). Ce type de réaction est difficilement concevable, surtout 2 si grande
échelle, pour des cellules normalement regroupées en tissus entouré d'une membrane basale.

Ces différentes observations confirment les limites d'une étude histologique qui se base
uniquement sur des observations en microscopie optique ; la présence d'une membrane basale
ne peut étre détectée qu'en microscopie électronique.

Les hémocytes d'insectes sont capables de phagocyter des petites particules, comme des
bactéries, des protozoaires (Gilliam et Shimanuki, 1967), des hématies (Foley, 1978), des
billes de latex (Wago, 1980 a ; 1980 b ; 1980 c) ou des particules d'encre (Weathersby et
McCall, 1968 ; Ryan et Nicholas, 1972 ; Rowley et Ratcliffe, 1976) et d'encapsuler des
particules de plus grande taille, des fragments de tissus (Kaaya et al., 1986), des nématodes
(Bronskill, 1962 ; Poinar et Leutenegger, 1971 ; Andreadis et Hall, 1976 ; Ho er al., 1982 ;
Christensen et al., 1984 ; Chen et Laurence, 1985 ; Harris et al., 1986), des spores de
champignons (Gotz et Vey, 1974 ; Brey et al., 1988) ou des billes de séphadex (Zahedi er al.,
1992).

La phagocytose est due aux plasmatocytes de type macrophage (Brehélin et Hoffmann,
1980), et aussi a certains granulocytes (Akai et Sato, 1973 ; Wago et Ichikawa, 1979 a ; 1979
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b; 1979 c ; Brehélin et Zachary, 1986). Chez les dipteres, ce sont ces plasmatocytes
macrophages, décrits par erreur comme des "hémocytes granuleux” dans les études en
microscopie optique, qui assurent normalement la phagocytose de tous les corps étrangers
injectés dans 'hémolymphe.

Nous avons émis I'hypothese que l'infestation d'un anophtle par le Plasmodium pouvait
supprimer la capacité des hémocytes a intervenir dans les réactions de défense, comme le
signalait Huff (1934) chez des C. pipiens sensibles & P. cathemerium et P. relictum. Quand des
hématies ou des sporozoites immatures ont été€ injectés dans I'hémolymphe, nous n'avons pas
observé de réaction de défense de la part de I'hdte. Les quantités de corps étrangers étaient sans
doute trop faiblcf%omparécs a celles des billes de latex, mais nous ne pouvons conclure que le
systéme immunitaire n'a pas fonctionné. En effet, Foley (1978) rapporte que les hémocytes
d'A. stephensi phagocytent in vitro et in vivo a plus de 95% les bactéries injectées (E. coli, B.
subtilis). En outre, il observe un simple accolement des hémocytes d'A. stephensi avec les
ookinetes, mérozoites, trophozoites et sporozoites de glandes salivaires in vitro . 1l n'a pas pu
mettre en évidence cette méme réaction in vivo du fait de mortalité systématique de tous les
anopheles inoculés. Nos expérimentations ont supprimé cette mortalit€ mais n'ont pas permis
de mettre en évidence un tel phénomene.

L'encapsulation est la réaction de défense des insectes contre des agents étrangers trop
gros pour étre phagocytés. L'encapsulation humorale a été décrite chez les dipteres dont le
nombre d'hémocytes est trés faible (< 4000 cellules / mm3 d'hémolymphe). Chez ceux qui ont
plus de 4000 cellules / mm3 d'hémolymphe, la capsule formée est cellulaire (Gétz et al., 1977).
L'encapsulement est décrit chez des larves Aedes apres inoculation de nématodes (Andreadis et
Hall, 1976 ; Ho et al., 1982 ; Gotz et al., 1987 ; Brey et al., 1988) ou chez des adultes
(Christensen et al., 1984 ; Forton et al., 1985 ; Christensen et al., 1986 ; Harris et al., 1986).

Les corps étrangers sont isolés de I'hémolymphe par une capsule anhiste et mélanique
(Chen et Laurence, 1985 ; Paskewitz et al., 1988). Divers auteurs rapportent que des
hémocytes ont des enzymes de type phénoloxydasique (Crossley, 1972 ; Drif et Brehélin,
1983). Ces enzymes jouent un role important dans les phénomenes de reconnaissance. La seule
étude ultrastructurale d'encapsulation humorale du Plasmodium chez 1'anophele a été faite sur le
stade oocyste du parasite (Paskewitz et al., 1988). Nous n'avons observé aucune réaction de ce
type envers des corps étrangers, méme si les enzymes nécessaires au phénomeénes de
mélanisation sont présents dans le moustique et capables d'agir, notamment pour la cicatrisation
des plaies. Pourtant, l'activité phénoloxydasique, chez les larves d'Aedes et de Culex, a été
mise en évidence au niveau du cytoplasme des oenocytoides (Drif et Brehélin, 1983). Une fois
encore, nous ne pouvons conclure sur la présence ou l'absence d'un tel type de réaction de
défense immunitaire et des études supplémentaires doivent étre entreprises.
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ITRE III

Etude enzymatique des relations
Anopheles-Plasmodium : les estérases totales



1. Introduction.

Dans ce chapitre, nous allons étudier un des aspects de la physiologie des relations
Anopheles-Plasmodium en utilisant une technique de dosage enzymatique. Les enzymes,
protéines qui résultent de l'activité de un ou plusieurs geénes, servent de marqueurs
physiologiques car leur activité peut facilement étre mise en évidence et évaluée (Tibayrenc,
1979).

Les progres réalisés dans 1'étude des mécanismes biochimiques chez l'insecte ont montré
que les estérases sont largement responsables de la résistance des insectes aux
organophosphorés et contribuent 2 la résistance aux carbamates et a certains pyréthrinoides
(Denholm et Rowland, 1992 ; OMS, 1992 a). Les moustiques sont capables de se défendre face
a des molécules étrangeres et de résister ainsi a la pression de sélection.

Plusieurs méthodes permettent de mettre en évidence la résistance des vecteurs aux
insecticides. Lors de la détoxification des molécules insecticides par les moustiques, on observe
une forte augmentation de l'activité des estérases (Georghiou et al., 1980 ; Maruyama et al.,
1984 ; Merryweather et al., 1990). Ce phénomene est le résultat d'une amplification du géne
codant pour ces enzymes (Devonshire et Field, 1991 ; Poirié et Pasteur, 1991). Chez
Anopheles stephensi, cette capacité A détoxifier les organophosphorés grice aux estérases existe
et a également été mise en évidence (Herath et Davidson, 1981).

D'autre part, les moustiques réfractaires au développement du Plasmodium sont capables
d'encapsuler le parasite lors de son passage au travers du tube digestif (Collins et al., 1986). La
mélanisation, ie le résultat de 'encapsulation humorale, est la principale réaction de défense
connue chez les moustiques (Gotz, 1986 ; Paskewitz et al., 1989 ; Ashida et al., 1990). Ce
phénomene aboutit au dépot de mélanine autour du corps étranger encapsulé grace a l'activité
d'une série d'enzymes composant la cascade prophénoloxydasique (Brey et al., 1988).
Certaines enzymes, comme la phénoloxydase ou les estérases, appartiennent a cette cascade, et
sont localisées principalement au niveau du tube digestif. Elles sont, par conséquent,
responsables en partie de 'encapsulation des parasites (Freyvogel et al., 1968 ; Pakewitz et al.,
1989).
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Nous avons choisi de nous intéresser a des enzymes particuliéres, les estérases.

Nous présentons, dans un premier temps, les taux d'estérases évalués depuis 1'emergence
jusqu'au vingtieéme jour de la vie d'anopheles d'élevage. Les profils estérasiques ainsi obtenus
sont présentés chez les miles, chez les femelles nourries avec du jus sucré, et chez les femelles
gorgées sur des souris saines et impaludées. Ces taux enzymatiques servent de référence et
indiquent le role du Plasmodium sur 1'équipement enzymatique du moustique.

Dans une seconde partie, nous présentons le dosage des estérases effectué chez des
moustiques femelles inoculées avec divers corps étrangers (billes de latex, sporozoites et
hématies). Cette étude permet de définir le rble des estérases totales dans la capacité du
moustique a réagir face a des corps étrangers introduits de fagon artificielle dans 'nhémolymphe.

Le principe du dosage enzymatique est de caractériser les estérases grice au produit de la
réaction enzyme-substrat. L'affinité des estérases pour les substats, I'a et le B-naphthylacétate,
induit I'hydrolyse de ces mémes substrats en formant deux produits, I'e et le B-naphthol. En
réalité, les taux enzymatiques sont évalués au travers des quantités de substrats tranformés ou
de produits formés.

Clest ainsi que les taux d'estérases présentés dans ce chapitre sont exprimés en quantité
(micro moles) de produit formé (naphthol) par moustique, soit pM naph / moustique.
Parallélement au dosage journalier des estérases, I'évolution du poids des anopheles est
déterminée, et exprimée en milligrammes par moustique (mg / moustique).

Toutes les valeurs utilisées pour le tracé des figures de ce chapitre sont détaillées en
annexe 4.

2. Le dosage des estérases totales chez les anophéeles adultes.

Les dosages enzymatiques indiquent les taux d'estérases présents chez les anopheles
adultes, depuis le jour de I'émergence (JO) jusqu'au vingtieme (J20), selon le protocole décrit
au paragraphe 6 du chapitre 1. Les profils estérasiques sont présentés chez les males, les
femelles saines, infestées et celles nourries artificiellement sur du jus sucré toute leur vie. Ils
servent de référence pour les expériences d'inoculations de corps étrangers chez les anopheles.
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Les taux enzymatiques, exprimés en UM naph / moustique, correspondent a des

moyennes calculées sur un minimum de 100 individus, pour chaque dge et chaque catégorie
d'adulte.

2.1. Les résultats.

Les quantités d'estérases évaluées, au cours de la vie des anopheles, sont présentées en
figure 9. L'évolution du poids des moustiques est représentée en figure 10.
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Figure 9 : Variations des taux d'estérases (en UM naphthol formé / moustique) chez les mailes
(madle), les femelles saines (fem S), les femelles non gorgées (fem NG) et les femelles infestées
(fem I). La fleche indique le moment de la prise du repas sanguin.

D'une fagon générale, les courbes d'évolution des estérases au cours de la vie des
anophtles, pour les quatre cas retenus, indiquent que les quantités d'enzymes sont trés
importantes durant les premicres 24 heures (J1), diminuent puis se stabilisent au cours du
temps. Dans la cas ou les femelles ont regu un repas sanguin, on remarque une forte
augmentation des estérases.
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Au moment de I'émergence, les concentrations estérasiques sont les plus importantes.
Chez les miles, cet état dure environ 48 heures (J1-J2), pendant lesquelles on évalue les taux
d'estérases a 0,244 uM naphthol + 0,008. Ensuite, durant les 18 autres jours (J3-J20), les
estérases se stabilisent autour d'une moyenne estimée a 0,144 uM naphthol + 0,037 (t = 3,83
pour p = 0,001).

Dans le cas des femelles, le méme phénomeéne se produit, mais uniquement les 24
premiéres heures (J1). Ainsi, la quantité d'estérases évaluée a J1 est de 0,482 pM naphthol +
0,072 contre 0,307 UM naphthol + 0,084 a J2 (t = 5,13 pour p = 0,001).

Durant la période testée, soit J1-J20, les males et les femelles nourries avec du jus sucré,
ont les taux d'estérases les plus bas.

Ils sont estimés respectivement a 0,154 pM naphthol + 0,047 et 0,240 uM naphthol +
0,084. Ces valeurs sont tres différentes de celles qui peuvent €tre calculées lorsque les femelles
prennent un repas de sang. De plus, les femelles NG ont un profil estérasique identique a celui
des males, a savoir une quasi constance des taux au cours de la vie du moustique.
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Figure 10 : Variation du poids (en mg / moustique) chez les males (males), les femelles saines
(fem S), les femelles non gorgées (fem NG) et les femelles infestées (fem I). La fleche indique
le moment du repas sanguin.
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Dans le cas ou les femelles prélévent un repas de sang, 1'évolution des estérases devient
tres différente de celle observée chez les males ou les femelles non gorgées.

L'ingestion de sang provoque un pic d'activité immédiat. Les taux estérasiques, a J5,
augmentent d'un facteur 3,6 chez les femelles saines (0,270 uM naphthol + 0,042 a 0,969 uM
naphthol + 0,148, t = 14,76 pour p = 0,001) et d'un facteur 2,8 chez les femelles infestées
(0,270 uM naphthol + 0,042 a 0,773 uM naphthol + 0,077, t = 18,63 pour p = 0,001).

Lors de la prise d'un repas de sang, entre J4 et J§, les taux d'estérases augmentent de
fagon significative, chez les femelles infestées (0,773 M naphthol + 0,077) et chez les
femelles saines (0,969 M naphthol + 0,148).

Ce pic d'activité est paralléle a I'augmentation de poids suite a 1l'ingestion du repas
sanguin (figure 10), donc a la quantité de sang ingérée. Les femelles nourries sur une souris
impaludée (0,9 mg / femelle) ingérent en moyenne moins de sang que lorsqu'elles se
nourrissent sur des souris saines (1,2 mg / femelle) (t = 4,22 pour p = 0,001).

Les taux enzymatiques restent élevés durant 4 jours (J5-J8), c'est-a-dire la période
nécessaire a la digestion du sang. Les femelles NG ont en moyenne 0,289 pM naphthol +
0,073 contre 0,533 uM naphthol + 0,228 chez les femelles I (t = 2,46 pour p = 0,001) et 0,619
UM naphthol + 0,269 chez les femelles S (t = 2,56 pour p = 0,001).

Ensuite, les estérases se stabilisent de J9 a J20. Cependant, les femelles NG restent avec
une moyenne faible, 0,196 uM naphthol + 0,044 par rapport a celle des femelles I (0,229 uM
naphthol + 0,031, t = 2,17 pour p = 0,05) et celle des femelles S (0,282 uM naphthol + 0,045,
t = 4,84 pour p = 0,001). Nous observons également une évolution significativement différente
entre les femelles I (0,229 UM naphthol + 0,031) et les femelles S ( 0,282 uM naphthol +

0,045) (t = 3,44 pour p = 0,01).

Lors du développement du Plasmodium au sein des femelles infestées, dans les
conditions expérimentales décrites (paragraphe 2, chapitre I), les sporozoites immatures, dans
les oocystes, commencent leur migration vers les glandes salivaires dés le 14 ¢éme jour. Le
transfert des sporozoites est continu jusqu'a la maturation compléte de tous les oocystes.

Durant cette période, J14 a J20, il existe une différence significative entre le taux moyen
d'estérases des femelles infestées et saines, avec respectivement 0,217 uM naphthol + 0,028 et
0,266 uM naphthol + 0,029 (t = 3,35 pour p = 0,01).
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2.2. Discussion.

La premitre remarque concerne la préparation des échantillons pour le dosage
enzymatique.

Des essais préliminaires ont été réalisés a partir d'échantillons congelés et conservés a
-80°C durant une période de une 2 deux semaines. Pour un dge donné, les moustiques congelés
avaient une activité enzymatique trés faible par rapport aux échantillons frais, tout comme le
signalaient Freyvogel et ses collegues (1968).

Suite & cette observation, nous avons travaillé uniquement 2 partir d'individus frais,
impliquant un investissement énorme en temps et en matériel.

Les essais préliminaires ont également porté sur le dosage séparé des estérases A et des
estérases B. En électrophorese, celles qui réagissent avec 1'a-naphthol (estérases A) sont
visualisées par une coloration bleuf violet et celles qui réagissent avec le B-naphthol (estérases
B) le sont par une coloration rouge, en présence du colorant GBC (Asperen, 1962 ; Berl,
1981 ; Villani ez al., 1983).

Dans nos conditions expérimentales (paragrahe 6, chapitre I), les spectres colorimétriques
des produits de la réaction enzyme-substrat présentent deux maxima d'intensité. L'un se situe 2
570 nm pour l'a-naphthol et l'autre & 450 nm pour le B-naphthol. En théorie, ces deux
longeurs d'ondes permettent de différiencer le type de produit formé, donc le type d'estérase
impliqué dans la réaction.

Des essais ont donc été réalisés en présence des deux substrats séparés, ie un méme
échantillon réagissait avec 1'a-naphthylacétate ou le B-naphthylacétate dans deux cupules
distinctes. La révélation des complexes enzyme-substrat laissait apparaitre une coloration
identique dans toutes les cupules, soit un mélange de bleu violet et de rouge.

Lorsque les essais ont été effectués en présence du mélange a et B-naphthylacétate pour

un méme échantillon, les cupules avaient également une couleur intermédiaire.

Ces observations nous indiquent que la réaction de 'enzyme (estérase A ou B) avec sop
substrat (o ou B-naphthylacétate) n'est pas spécifique mais qu'il s'agit plutdt d'une préférence.
Contrairement 2 I'électrophorese, le dosage colorimétrique ne permet pas de doser lc; estérases
A et B séparément.

Le dosage colorimétrique nous permet donc d'évaluer les estérases totales des anopheles.
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Concernant les résultats obtenus, 1'évaluation des estérases totales met en évidence une
différence selon le sexe, et selon la qualité du repas sanguin pour les femelles.

Les taux d'estérases des males et les femelles NG sont inférieurs a ceux des femelles
gorgées, depuis l'emergence jusqu'au vingti¢me jour. Bien siir, ces derniers ont un poids
inférieur (d'un facteur 2) a celui des femelles, mais si I'on rapporte la quantité d'estérase par
milligramme de moustique, cette différence reste confirmée. On évalue, en moyenne, 0,181 uM
naphthol / mg male et 0,172 uM naphthol / mg femelle NG pendant la période J1-J20.

Cette observation avait déja été signalée chez Anopheles stephensi, en électrophorese,
(Freyvogel et al., 1968 ; Berl, 1981 ; Villani et al., 1986), alors qu'elle ne semble pas exister
dans le genre Culex ou Aedes (Georghiou et Pasteur, 1978). Le zymogramme des mailes révele
la présence d'une bande supplémentaire par rapport a celui des femelles, alors que le dosage
indique une activité estérasique plus faible.

L'activité des estérases est deux fois plus importante le jour de I'émergence, puis diminue
et se stabilise au cours du temps. Ce phénomene se traduit, en électrophorése, par une
coloration plus intense des bandes lorsque les anopheles ont 24 heures par rapport 4 ceux qui
sont plus dgés (Riandey, com. pers.).

L'émergence des adultes est une période trés importante chez les insectes car elle entraine
des modifications physiologiques et morphologiques profondes. Les besoins énergétiques sont
alors trés importants, et les activités enzymatiques sont ainsi plus élevées. Nos résultats
montrent que les estérases n'échappent pas a cette régle.

A ce méme moment, nous avons également observé que la quantité d'hémolymphe était
plus importante : 110 nl par moustique & J1 contre 80 nl 14 jours apres, ainsi que Foley le
montre (1978).

Les taux d'estérases de référence sont obtenus sur des moustiques entiers broyés. Les
résultats se rapportent donc 2 l'activité des estérases totales présente dans tout le corps de
I'anophele.

Les €tudes relatives a la localisation des estérases dans le moustique, et plus
particulierement au niveau du tube digestif et des glandes salivaires, organes impliqués dans la
transmission du Plasmodium, indiquent que les glandes salivaires ont une activité estérasique
faible alors qu'elle est trés importante dans du tube digestif (Freyvogel et al., 1968). Aucune
mention particuliére n'est faite pour 'némolymphe, lieu de migration des sporozoites, alors que
I'on y trouve des protéines enzymatiques (estérases, enzymes protéolytiques...) en forte
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proportion (Powning et Davidson, 1973 ; 1976).
,—)M e La LDLL—.-"J(l'/\f‘l &..C\LL\ -¢ /tlr['m((f‘p,( e f d”‘ ceranda, )l’c‘.“‘.-/

Au moment du repas sanguin, nous avons mis en évidence une différence au niveau de la
quantité du sang prélevée et du pic d'activité enzymatique. Les femelles qui se sont gorgées sur
des souris impaludées ingeérent en moyenne moins de sang que les femelles saines. Il semblerait
donc que la présence du Plasmodiwn soit a 'origine d'une certaine perturbation sur l'activité de
prise de repas de sang des femelles.

Un phénomene similaire est décrit dans la littérature, mais a propos de deux souches
d'Anopheles atroparvus, 'une sensible et l'autre résistante au développement du Plasmodium
(Sluiters er al., 1986 ; Switers et al., 1986). Le volume de sang parasité ingéré par les femelles
résistantes est sensiblement inférieur a celui ingéré par les femelles sensibles.

Le pic d'activité enzymatique faisant suite a 1'ingestion de sang, pourrait €tre dd soit aux
estérases du tube digestif, soit a celles du sang lui-méme.

Nous avons prélevé du sang sur des souris saines et impaludées et dosé l'activité des
estérases dans un volume correspondant a celui ingéré par les femelles. Dans les deux cas,
celle-ci s'est avérée nulle. Nous pouvons dire que 1'augmentation d'activité est bien due aux
estérases présentes dans le tube digestif qui sont nécessaires a la digestion du sang (Freyvogel,
1980).

La chronologie des phases de la digestion chez des femelles Aedes indique que les
estérases sont sécrétées des 4 heures apres l'ingestion du sang, et que leur activité est continue
jusqu'a 24 heures puis diminue (Freyvogel, 1980). Nous savons, par ailleurs, que la digestion
du sang est différente chez un moustique sensible et résistant au Plasmodium (Huff, 1934 ;

Sluiters er al., 1986). Cette différence serait la conséquence du développement parasitaire mais
! 4
nous n'en connaissons pas la nature exacte. Lot ot efrsnsesn -
{

Les femelles infestées ont un maximum d'activité plus bas que celui des femelles saines,
tout en ayant un volume de sang inférieur. Si l'on rapporte la quantité d'estérases par
milligramme de moustique, la différence reste significative. On obtient 0,364 UM naph / mg

pour les femelles saines et 0,307 uM naph / mg pour les femelles infestées. Ce résultat suggere
une influence du Plasmodium sur 1'équipement enzymatique du moustique. La méme remarque
peut étre faite au moment de 1a migration des sporozoites, via I'hémolymphe, vers les glandes
salivaires. La baisse d'activité enzymatique des femelles infestées est significative.

I semble exister un systeme complexe de régulation lié a la présence du Plasmodium dans
le moustique. Les taux d'estérases sont plus bas chez les femelles gorgées sur une souris
impaludée dans deux circonstances, au moment du repas sanguin lui-méme et lors de la
migration des sporozoites via I'hémolymphe.
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Ce phénomene rappelle également ce qui se produit lors du développement des oocystes
chez I'anophele. Tous les parasites sanguins sont ingérés au méme moment, avec le repas de
sang. Pourtant, les oocystes ne se développent pas de fagon synchrone, traduisant siirement un
controle du développement duPlasmodiwmn par le parasite lui-méme.

Sachant que les estérases sont impliquées dans les phénomenes d'immunité humorale, ces
observations peuvent pencher en faveur de I'hypothé¢se de la dépression du systeéme
immunitaire par }«( Plasmodium (Foley, 1978 ; Bayne, 1984 ; Billingsley, 1990).

Le développement du Plasmodium dans le moustique entraine visiblement d'autres
perturbations (Hurd, 1990). Celui-ci serait responsable, chez les femelles infestées, de la baisse
du volume hémolymphatique (Foley, 1978), de changements physico-chimiques dans
I'hémolymphe (Mack et al., 1979 a; 1979 b), d'une réduction d'activité phénoloxydasique au
niveau du tube digestif (Paskewitz et al., 1989), d'une mortalité plus forte (Maier et al., 1987),
d'une capacité de vol diminuée (Maier et al., 1987), d'une baisse de fertilit¢ (Maier et al., 1987)
et d'une réduction d'activité générale (Kurihara et al., 1992) voire d'une modification du
comportement (Molyneux et Jefferies, 1986 ; Kurihara et al., 1991).

Malheureusement, nos connaissances sur la pathologie des moustiques infestés sont
encore trop limitées alors qu'elles sont indispen\s%les a la compréhension des mécanismes
régissant la compétence vectorielle et donc la transmission.

3. Le dosage des estérases totales aprés injections de corps
étrangers.

L'encapsulation humorale se produit chez les moustiques dont le nombre de cellules
immunitaires est faible, et sans leur participation apparente. Ce mode de réaction de défense
entraine le dépot de mélanine autour du corps étranger par suite de l'activation des
phénoloxydases de I'hémolymphe (Ratcliffe et Rowley, 1979 ; Kaaya, 1989).

Les estérases appartiennent aux nombreuses enzymes qui sont nécessaires a l'activation
de la prophénoloxydase de I'némolymphe en phénoloxydase (Ashida et Dohke, 1980). Nous
venons de voir que les sporozoites induisaient une dépression des estérases chez les femelles au
moment de leur passage dans I'hémolymphe. Partant de cette observation, nous avons choisi
d'étudier l'influence des corps étrangers introduits dans I'hémolymphe sur les estérases du
moustique.
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D'autre part, 'absence de mélanisation au niveau de I'hémolymphe est rapportée chez des
adultes (Ham er al., 1988) et des larves (Poinar et al., 1979) du genre Simulium , reflétant ainsi
une déficience dans certains facteurs biochimiques impliqués dans la cascade
phénoloxydasique. Ce phénomene provoque une sensibilité extréme de l'insecte vis-a-vis de
corps étrangers.

Nous présentons, dans cette seconde partie, 1'évaluation des estérases totales chez des
femelles adultes inoculées avec des corps étrangers, ie des hématies, des billes de latex, des
sporozoites immatures et du milieu de culture (RPMI). Tout comme précédemment, les résultats
sont exprimés en micro moles de naphthol formé par individu (UM naph / fem).

3.1. Les résultats.

Les femelles inoculées sont dosées a différents temps apres l'introduction des corps
étrangers dans I'hémolymphe. Les profils enzymatiques obtenus sont présentés en figure 11, et
sont comparés a celui des femelles avant la prise du repas de sang.

D'une fagon générale, I'action d'introduire des corps étrangers dans I'hémolymphe des
femelles provoque une réaction immédiate et détectable dans un délai de une heure.

Lorsque les femelles sont dgées de 24 heures, le taux d'estérases est évalué a 0,482 uM
naph / femelle + 0,072. Ensuite, une augmentation significative des taux enzymatiques se
produit, d'un facteur 3 pour l'injection d'hématies (1,603 M naph / fem, t = 16,3 pour p =
0,001), de sporozoites (1,284 UM naph / fem, t = 11,87 pour p = 0,001) et de billes de latex
(1,281 uM naph / fem, t = 7,83 pour p = 0,001), et d'un facteur 1,5 pour l'injection du milieu
de culture (0,751 uM naph / fem, t = 4,28 pour p = 0,001).

5 . - -
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Figure 11 : Variation des taux d'estérases chez des femelles A. stephensi inoculées avec des
corps étrangers de type hématies (H), latex (L), sporozoites immatures (sp), RMPI (RP). Les
femelles saines (fem S) servent de témoin.

Cependant, on ne remarque aucune différence dans la réaction du moustique selon que
l'on injecte des corps étrangers biologiques (hématies et sporozoites) ou inertes (billes de latex).
L'activité des estérases augmentée se prolonge pendant 6 heures puis amorce une diminution.
96 heures apres l'injection des corps étrangers, les taux d'estérases tendent vers la valeur des
témoins (0,270 UM naph / fem) mais ne l'atteignent pas encore.

L'injection de milieu de culture provoque également une augmentation des taux
enzymatiques, mais moindre par rapport a celle des corps étrangers. Les estérases retrouvent
leur taux normal apres 96 heures.
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3.2. Discussion.

Le dépdt de mélanine, autour de parasites ou de pathogenes, est la principale réaction de
défense visible chez les moustiques (Gotz, 1986 ; Brey et al., 1988). La mélanine et les
enzymes impliquées dans sa synthése, comme la phénoloxydase et les estérases, font partie
intégrante du syst¢me immunitaire des insectes. Cependant, les études réalisées jusqu'alors sur
I'activation de la cascade phénoloxydasique se rapportent 2 une seule enzyme, la
prophénoloxydase, et aux insectes dont le volume hémolymphatique est important (Chadwick,
1966 ; Leonard et al., 1985).

Par cette étude, nous montrons d'une part, que 1'on peut appréhender la cascade
d'enzymes du systeme phénoloxydase en dosant d'autres enzymes, en particulier les estérases,
et d'autre part, que les difficultés de manipulations des insectes a faible volume
hémolymphatique ne sont pas un obstacle aux expérimentations. De plus, il semble plus
judicieux d'étudier les auteurs de la transmission d'agents pathogeénes, plft3t que leurs stades
larvaires ou des espéces voisines. L'extrapollation de tels résultats nous semble un exercice
dangereux.

4. Discussion, conclusion.

L'étude des estérases totales chez Anopheles stephensi, moustique sensible & Plasmodium
y. yoelii, indique que le développement parasitaire perturbe I'activité de prise de repas sanguin
et le fonctionnement enzymatique de son hote.

Nous avons montré que les femelles prélevaient moins de sang lorsque celui-ci contenait
des parasites. D'autre part, au moment du passage des sporozoites des oocystes du tube digestif
vers les glandes salivaires, on observe une dépression des taux estérasiques chez les femelles
infestées par rapport aux femelles témoins.

Ces perturbations, provoquées par le développement plasmodial, sont & ajouter a celles
déja observées chez les anopheles (Hurd, 1990).

Mais le développement d'un parasite chez son vecteur est soupgonné d'avoir également
une influence, au niveau des réactions de défense de I'hdte. L'hypothese de dépression du
syst¢me immunitaire a été émise pour plusieurs systémes hote-parasite, & savoir celui
responsable de la maladie de Chagas (Bitkowska et al., 1982), d'une filariose (Christensen et
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Lafond, 1986) et bien stir du paludisme (Billingsley, 1990).

Sachant que les estérases interviennent dans les phénomenes d'encapsulation humorale, la
baisse des taux enzymatiques, a partir du quatorzi¢me jour du développement plasmodial, est en
fait en faveur de la dépression du syst¢me immunitaire. En effet, nos observations indiquent
que l'introduction de corps étrangers dans 1'hémolymphe des femelles déclenche
immédiatement 'activation des estérases. Dans les conditions normales, les anopheles sont
capables de réagir & un envahisseur au niveau de I'hémolymphe. Lorsque le Plasmodium
effectue son développement complet chez une femelle, celle-ci semble incapable de réagir quand
les sporozoites migrent, via 1'hémolymphe, vers les glandes salivaires.

L'étude cytologique de I'hémolymphe d'anophtles femelles inoculées avec des corps
étrangers n'a pas permis de mettre en évidence une réaction immunitaire de type mélanisation.
Cependant, nous pouvons conclure que les femelles saines sont capables de développer une
réaction de défense face aux corps identifiés comme "non-soi". Celle-ci se traduit par une
augmentation de l'activité des estérases lorsque les corps étrangers sont introduits dans
I'hémolymphe. A l'inverse, lors de la migration des sporozoites dans 1'hémolymphe, les
femelles semblent incapables d'augmenter leur activité enzymatique. La dépression mise en
évidence semble liée a la présence du parasite.

Les recherches doivent étre poursuivies et étendues a toutes les enzymes constituant la
cascade prophénoloxydasique pour espérer obtenir des réponses. Cependant, il est regrittable
qu'aucune information ne soit disponible sur les estérases ou les autres enzymes de ce systéme
phénoloxydasique. Si l'hypothése de l'inactivation de la cascade enzymatique par le
Plasmodium se confirme ultérieurement, nous pouvons déja dire que les estérases semblent
perturbées mais pas inhibées totalement.
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1. Introduction.

Ce chapitre est consacré a 1'étude des antigénes sporozoitaires de P. y. yoelii chez A.
stephensi, par la technique ELISA en double sandwich.

Dans un premier chapitre, nous présentons les principaux résultats du calibrage de la
méthode ELISA

Dans un second chapitre, nous avons évalué les différentes caractéristiques de cette
technique ELISA utilisée au dépistage des moustiques infestés. La reproductibilité, la
sensibilité, la fiabilité relative, la spécificité et les valeurs diagnostiques relatives au dosage
immunoenzymatique sont définies.

Enfin, nous discutons de l'utilisation d'une telle méthode pour 1'évaluation des charges
sporozoitaires d'anopheles femelles inoculées avec des sporozoites immatures et matures.

2. Le calibrage de I'épreuve ELISA en double sandwich.

Le calibrage du titrage immuno-enzymatique consiste & déterminer les concentrations des
différents anticorps (anticorps lapin et souris) et antigenes pour lesquelles 1'écart entre les
moustiques positifs et négatifs est maximum et significatif.

Des essais préliminaires ont permis de préciser l'encadrement des dilutions pour les
anticorps, entre 1/100 et 1/800, et pour les antigenes, entre 1/40 2 1/160. Les densités optiques
obtenues permettent de distinguer les échantillons négatifs et positifs.

Le calibrage porte sur un échantillon de 176 moustiques femelles d'élevage, dont 88
saines et 88 infestées. Le détail des résultats est présenté en annexe S.
2.1. L'anticorps lapin anti-sporozoites matures (AcL/GS).
Nous avons testé les anticorps lapin avec les anticorps souris AcS/TD et AcS/GS dilués

de 1/100 2 1/800, et les échantillons de moustiques sains et infestés dilués de 1/40 2 1/160. Les
meilleurs résultats sont obtenus avec les deux anticorps souris au 1/200.
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Ainsi, nous présentons uniquement les résultats obtenus avec l'anticorps souris AcS/GS
au 1/200 (figure 12), ceux obtenus lors du dosage 1'anticorps souris AcS/TD étant similaires.
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Dilutions de l'anticorps lapin (AcL/GS)
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Figure 12 : Variation des densités optiques (DO) en fonction de différentes concentrations
d'anticorps lapin et d'antigénes négatifs (fem-) et positifs (fem+), pour une concentration fixée
d'anticorps souris, 1/200. ,7\ by . :

R PO S

L »‘.71’,

o

Les dilutions de l'anticorps lapin,@ 100 jet 1/200, provoquen?l'es. gcarts de densités
optiques les plus importants entre les moustiques sains et infestés, dilués a \‘1/49m au 1/80.

2.2. Les anticorps souris anti-sporozoites immatures
(AcS/TD) ou matures (AcS/GS).

En se référant aux résultats précédemment cités, le calibrage des deux anticorps souris est
établi avec 1'anticorps lapin dilué au 1/100 et 1/200, pour des antigénes dilués du 1/40 au 1/160.

Les meilleurs dosages immunoenzymatiques sont obtenus avec l'anticorps lapin dilué au
1/200. Nous présentons donc les courbes de variations des densités optiques obtenues avec
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cette dilution d'anticorps lapin. La figure 13-1 présente les valeurs de densités optiques lors du
dosage avec I'AcS/TD et la figure 13-2, celles obtenues avec I'AcS/GS.
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Figure 13 : Variations des densités optiques (DO) en fonction de différentes concentrations
d'anticorps souris AcS/TD (13-1), d'anticorps souris AcS/GS (13-2) et d’antigénes négatifs
(fem-) ou positifs (fem+), pour une concentration d'AcL/GS fixée a 1/200.

152



L'écart entre les réponses obtenues avec les moustiques sains et infestés est le plus
important avec les dilutions 1/200 des anticorps souris et lapin.

2.3. Les antigénes.

Nous présentons les densités optiques obtenues avec différentes dilutions d'antigenes,
pour les dilutions d'anticorps choisies précédemment, soit 1/200 (figure 14).
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Dilutions des antigénes

‘X femelle - X' femelle +

Figure 14 : Variation des densités optiques obtenues avec des dilutions différentes de femelles
saines et infestées, pour des AcL/GS et AcS/GS au 1/200.

L'écart maximal entre les moustiques sains et infestés est obtenu avec la dilution des

antigeénes au 1/80.
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2.4. Conclusion : le calibrage de 1'épreuve ELISA.

Selon les résultats énoncés dans ce chapitre, le dosage immuno-enzymatique est calibré
avec les dilutions suivantes :

- 1/200 pour les anticorps lapin et souris,

- 1/80 pour les antigenes.

3. Les caractéristiques du titrage immuno-enzymatique.

Les différentes caractéristiques du titrage immuno-enzymatique sont €évaluées dans nos
conditions expérimentales, avec des anticorps anti-sporozoites polyclonaux. Les résultats sont
présentés pour les anticorps souris anti-sporozoites immatures (AcS/TD) et anti-sporozoites
matures (AcS/GS).

3.1. La reproductibilité de la méthode ELISA.

L'évaluation de la reproductibilité de la réaction s'est faite sur 10 plaques, dont la moitié
testée avec l'anticorps souris AcS/TD et 'autre moiti€ avec l'anticorps souris AcS/GS.

Chaque échantillon de moustique témoin, négatif ou positif, est déposé dans deux cupules
successives. Une moyenne des deux valeurs de densités optiques est calculée pour chaque
individu. Nous présentons, dans le tableau 1, les valeurs moyennes relatives aux moustiques
négatifs et positifs, sur chacune des plaques.

Chaque dilution de 1a suspension standard de sporozoite est également déposée dans deux
cupules successives. Les moyennes de ces valeurs sont représentées en figures 15 et 16.

Le détail des valeurs obtenues par la gamme de sporozoites, sur chacune des plaques, est
présenté en annexe 5.
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Tableau 1 : Variation des densités optiques moyennes et de leur écart-type (o) pour les solutions
standards du témoin négatif (-) et positif (+) en ELISA, avec les anticorps souris AcS/TD et
AcS/GS.

Témoin (-) Témoin (+)
AcS/TD (+0) | AcS/GS (+0) AcS/TD (+ 0) AcS/GS (+ o)
0,111 (+0016) | 0,318 (:0032) | 0,396 (+0030) [ 0,603 (+0073)
0,173 (£0052) | 0,210 (:0059) | 0,310 (+0010) | 0,653 (+0055)

0,152 (z 0,093)

0,215 (+ 0,053)

0,369 (+ 0,052)

0,531 (+ 0,082)

0,176 (+ 0,020)

0,382 (+ 0,027)

0,426 (+ 0,073)

0,647 (x 0,047)

0,183 (+ 0,073)

0,269 (2 0,035)

0,456 (1 0,052)

0,697 (+ 0,066)

Les différentes valeurs de densités optiques obtenues par les témoins négatifs, témoins
positifs, et la gamme de sporozoites ne varient guére d'une plaque a l'autre. Dans ces
conditions, nous pouvons conclure que la reproductibilité du dosage immuno-enzymatique en
double sandwich est satisfaisante d'une plaque 2 l'autre. Les valeurs de densités optiques, pour
un méme €chantillon, sont similaires et peuvent étre comparées d'une plaque a 'autre. De ce
fait, nous n'avons pas appliqué le coefficient K préconisé lors d'un manque de reproductibilité
(Boudin et al., 1988).

2 -
1,5 p
DO 1
0,5
0 L
9728sp 4864sp 2432sp 1216sp 608sp 304sp 152sp  76sp
Concentrations sporozoitaires

Figure 15 : Distribution des densités optiques moyennes (DO) et de leur écart-type obtenues sur
I'ensemble des 5 plaques, pour des dilutions successives d'une suspension standard de
sporozoites, avec l'anticorps souris AcS/GS. Les concentrations sporozoitaires (sp) sont

calculées pour un volume de 200 pl.
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Figure 16 : Distribution des densités optiques moyennes (DO) et de leur €cart-type obtenue sur
I'ensemble des 5 plaques, pour des dilutions successives d'une suspension standard de
sporozoites, avec l'anticorps souris AcS/TD. Les concentrations sporozoitaires (sp) sont

calculées pour un volume de 200 pl.

3.2. L'évaluation de la charge sporozoitaire en ELISA.

Les solutions standard de sporozoites, de concentrations connues, sont diluées de 2 en 2
afin d'obtenir une gamme étalon. Ainsi, les différentes charges d'antigénes sporozoitaires sont
évaluées par les valeurs de densités optiques obtenues 2 1issue du dosage.

D'une fagon générale, les dilutions successives de sporozoites induisent des densités
optiques qui se répartissent selon une courbe sigmoide (figures 15 et 16). Il n'y a de
proportionalité directe entre les concentrations sporozoitaires de la gamme et les densités
optiques que dans l'intervalle 2 432-76 sporozoites dans 200 pl. Pour des concentrations
supérieures a 2 500 sporozoites / 200 pl, le dosage ELISA sature, et pour des concentrations
inférieures 2 70 sporozoites / 200 pl, il ne détecte plus les antigénes sporozoitaires.

Contrairement 2 Boudin et ses collegues (1988), nous avons défini la sensibilité de la
méthode comme é€tant la plus petite quantité de sporozoites détectable par le titrage ELISA.
Sachant que chacun des moustiques testés est dilué au 1/80, la gamme étalon de sporozoites
nous permet d'approximer de fagon fiable des charges sporozoitaires comprises entre 190 000
et 6 000 sporozoites par moustique.

La sensibilité est donc de 6 000 sporozoites / moustique. Il faut cependant garder a
l'esprit que la gamme de sporozoites correspond 2 une solution de sporozoites. Elle permet
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seulement d'établir une approximation des charges parasitaires dans les échantillons, ces
derniers correspondant & des moustiques broyés.

3.3. Le seuil de positivité de la réaction.

Les distributions de densités optiques sont analysées a partir d'anopheles d'élevages sains
(176) et infestés par P. y. yoelii (320). Chaque échantillon est dosé€ avec les deux anticorps
souris disponibles, soit 1'anticorps AcS/TD et l'anticorps AcS/GS. L'échantillonnage des
moustiques infestés est beaucoup plus important que celui des moustiques sains en raison des
stades parasitaires différents choisis pour la détection des antigénes sporozoitaires : infestation
au niveau du tube digestif ou des glandes salivaires seules et infestation mixte tube digestif et
glandes salivaires.

Nous présentons la répartition des femelles selon les densités optiques obtenues avec
l'anticorps souris anti-sporozoites immatures (AcS/TD) (figure17-1) et I'anticorps souris anti-
sporozoites glande salivaire (AcS/GS) (figure 17-2).

D'une fagon générale, nous pouvons dire que les moustiques négatifs et positifs
s'individualisent moins bien avec I'AcS/TD qu'avec I'AcS/GS. Cette observation n'est pas la
conséquence de la qualité des anticorps souris fabriqués, mais celle de la spécificité des
anticorps lapin. En effet, ces demiers sont dirigés contre les antigénes matures des sporozoites.
Le titrage effectué avec les AcL/GS et AcS/GS détecte principalement les antigénes matures des
sporozoites. Celui effectué avec les AcL/GS et AcS/TD détecte la fraction antigénique commune
aux stades parasitaires immatures et matures. 11 faut donc garder a l'esprit que I'AcS/TD ne
détecte pas les antigénes CS immatures de fagon stricte dans les conditions de notre dosage.
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Figure 17 : Distribution des moustiques d'élevage sains et infestés en fonction des densités
optiques obtenues en ELISA : 17-1 : avec l'anticorps anti-sporozoite tube digestif (AcS/TD),
17-2 : avec I'anticorps anti-sporozoite glande salivaire (AcS/GS).
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Nous abordons dans un premier temps la répartition des femelles selon les densités
optiques obtenues avec l'anticorps souris anti-sporozoite immatures (AcS/TD) (figurel7-1).

La densité optique moyenne calculée sur I'ensemble des femelles saines testées est de
0,227 + 0,072 et celle de la totalité des femelles infestées, tous stades confondus est de 0,387 +
0,165.

Les densités optiques observées sur des moustiques sains varient de 0,050 a 0,450 alors
que celles des moustiques infestés ont une gamme plus étendue, allant jusqu'a 1,151. Ainsi,
83% des femelles saines se répartissent dans les valeurs de densités optiques inférieures ou
égales a 0,300 contre 31% pour les infestées (Chi2 = 38,1 pour 1 ddl). A l'inverse, on trouve
17% de femelles saines et 69% de femelles infestées avec des densités optiques supérieures a
0,300 (Chi2 = 45,8 pour 1 ddl).

Le seuil en dessous duquel il faut considérer les moustiques comme négatifs, avec
I'AcS/TD, correspond a la densité optique 0,300.

Avec l'anticorps souris anti-sporozoite glande salivaire (AcS/GS), la répartition des
moustiques selon les densités optiques est présentée figure 17-2.

les densités optiques moyennes des anophéles sains et des anopheles infestés sont
respectivement de 0,257 + 0,070 et 0,609 + 0,256.

Les densités optiques des femelles saines varient de 0,050 2 0,450 alors que celles des
femelles infestées varient de fagon plus ample, jusqu'a 1,151. D'une fagon générale, les valeurs
obtenues lors du dosage des femelles infestées avec 1'AcS/GS sont plus élevées qu'avec
I'AcS/TD. 86% des anopheles infestés ont des DO supérieures & 0,400 contre 2% pour les
moustiques sains (Chi2 =115,7 pour 1 ddl).

L'anticorps anti-sporozoite glande salivaire nous permet ainsi de fixer un seuil de
positivité au-dessous duquel les échantillons sont classés comme positifs. Celui-ci a été fixé a
0,400 de densité optique.

D'autre part, le dosage des antigénes sporozoitaires sur des anopheles infestés, avec
I'AcS/GS, met en évidence deux groupes. Le premier ayant des DO comprises entre 0,400 et
0,750 et le second de 0,751 a 1,151. Si l'on transforme ces valeurs par la gamme étalon de
sporozoites, nous obtenons une estimation du nombre de sporozoites par femelle de 0 a 113
806 sp / fem. et de 114 179 4 263 433 sp / fem. Ces deux groupes peuvent étre mis en relation
avec le stade de développement de P. y. yoelii chez I'anophele. Les fortes densités optiques,
traduisant une forte charge parasitaire, indiquent que le parasite se trouve principalement dans
les glandes salivaires. Les valeurs de densités optiques moyennes indiquent soit que les glandes
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salivaires sont faiblement infestées, soit que le parasite se trouve encore au niveau du tube
digestif.

3.4. La fiabilité relative et la spécificité de la réaction.

La fiabilité relative et la spécificité de I'épreuve ELISA en double sandwich sont évaluées
A partir des moustiques d'élevages sains et infestés. Chaque échantillon est disséqué de fagon a
évaluer l'infestation au niveau du tube digestif et des glandes salivaires, puis dosé
immunologiquement. Les résultats sont rapportés dans le tableau 2.

Nous avons défini la fiabilité relative de la méthode par rapport 2 la dissection, comme
étant la proportion de moustiques positifs (F+) et négatifs (F-) correctement classés en ELISA
rapportée 2 la totalité des moustiques. La spécificité correspond a la proportion de moustiques
sains négatifs en ELISA rapportée A I'ensemble des moustiques sains 2 la dissection.

Ces parametres servent A apprécier la corrélation entre les résultats parasitologiques, issus
des dissections de moustiques, et immunologiques, grice au dosage ELISA sur les mémes
échantillons.

Lors des dissections des 320 anopheles infestés, 240 présentaient des oocystes au niveau
du tube digestif et 246 des sporozoites dans les glandes salivaires.

Parmi les 240 moustiques infestés en stade oocystes, 199 (83%) et 234 (97,5%) sont
positifs en ELISA, avec respectivement I'AcS/TD et I'AcS/GS. Parmi ceux ayant des
sporozoites dans les glandes salivaires, 174 (71%) et 212 (86%) sont positifs avec 'AcS/TD et
I'AcS/GS.

La fiabilité de la technique ELISA avec I'AcS/TD est de 81% sur les sporozoites
immatures (stades oocyctes) et 71% sur les sporozoites matures (stades glandes salivaires).
Avec I'AcS/GS, la fiabilité atteint de 86% pour des infestations par des sporozoites immatures
et 88% pour des sporozoites matures. L'anticorps anti-sporozoites glandes salivaires apparait
donc le plus fiable, méme sur les stades oocystes du Plasmodium, et sa spécificité pour les
moustiques sains est proche de 100%.

Cette différence est la conséquence de l'utilisation combinée de I'AcL/GS et de I'AcS/TD.
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Tableau 2 : Corrélation entre les résultats parasitologiques et immunologiques sur un méme lot
de moustiques (V+ : vrai positif, V- : vrai négatif, F+ : faux positif, F- : faux négatif, + :
positif, - : négatif),

2-1: dosage ELISA avec I'AcS/TD,

2-2: dosage ELISA avec 'AcS/GS.

2-1 Dissection Total ELISA Fiabilité (F)
+ - Spécificité (SP)
stade oocyste + 240 (+) || 199 (V+) 41 (F-) {F +=80,6%
- 80 (-) 21(F+) 59(V-) §F-=194%
Total 320 220 100

246 (+)
74 (-)
320
176 (-)

174 (V+) 72 (F-) |F+=170,6%
22(F+) 52(V-) §F-=29,4%
196 124

30 (F+) 146 (V-) § SP = 82,95%

stade glande salivaire +

moustiques sains -

2-2 Dissection| Total ELISA Fiabilité (F)
- Spécificité (SP)
stade oocyste + 240 (+) || 234 (V+) 6(F-) |F+=2856%
- 80(-) || 40(F+) 40(V-) |F-=14,4%
Total 320 274 46
stade glande salivaire + 246 (+) || 212(V+) 34 (F-) §F+=88,1%
- 74 (-) 4F+) 70(V-) |F-=119%

Total 320 | 216 104
moustiques sains - 176 (-) " 4 (F+) 172 (V-) || SP = 97,73%

Le nombre de moustiques parasitologiquement positifs, soit au niveau du tube digestif

(240/320), soit au niveau des glandes salivaires (246/320), est sensiblement identique au
nombre de moustiques immunologiquement positifs au niveau de l'estomac (220/320 et
274/320) ou au niveau des glandes salivaires (196/320 et 216/320).

La dissection permet de détecter significativement plus de glandes salivaires infestées
(246/320) que 1'épreuve ELISA (174/320) avec I'AcS/TD (Chi2 = 7,49 pour 1 ddl). Lors de
l'utilisation de I'AcS/GS, la technique parasitologique et la technique immunologique (212/320)
détectent autant d'infestation au niveau des glandes salivaires.

Les conclusions sont les mémes sur les infestations parasitaires au niveau du tube
digestif. L'AcS/GS apparait plus fiable, par rapport a la dissection, que 1'AcS/TD. Une fois
encore, cette observation découle de l'utilisation de 1'AcL/GS.
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Les moustiques sains sont class€s immunologiquement négatifs & 83% avec I'AcS/TD et
98% avec I'AcS/GS. Cette spécificité est donc proche de 100%, avec I'AcS/GS, aux seuils
précédemment cités.

Il faut également noter que parmi les moustiques déterminés comme positifs lors des
dissections, certains sont révélés négatifs en ELISA. Ces "faux négatifs” pourraient
correspondre & des moustiques trés faiblement infestés ou éventuellement & moustiques
insuffisamment broyés. Inversement, des moustiques négatifs a la dissection se sont révélés
immunologiquement positifs, laissant apparaitre soit les limites de 'épreuve ELISA, soit des
faiblesses de l'oeil humain lors de longues s€ances de dissection, ou 1'apparition d'une protéine
révélée par les anticorps.

3.5. Les valeurs diagnostiques.
L'efficacité du dosage ELISA en double sandwich est évaluée grace a trois parametres, la

valeur prédictive d'un diagnostic positif (VPD+), la valeur prédictive d'un diagnostic négatif
(VPD-) et l1a valeur globale (VG). Les résultats sont présentés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Les valeurs diagnostiques de I'épreuve ELISA selon les anticorps anti-sporozoites
immatures (AcS/TD) ou anti-sporozoites matures (AcS/GS).

AcS/TD AcS/GS
00CYSLeS glandcs salivaires oocystes glandes salivaires
VPD+ 90,45% 88,78% 85,40% 98,15%
VG 80,63% 70,63% 85,63% 88,13%
VPD- 82,95% 97,73%

La valeur prédictive du diagnostic positif est plus élevée avec les antigénes pour lesquels
les anticorps souris sont spécifiques, a savoir les femelles infestées en stade oocystes pour
I'AcS/TD et celles en stade glandes salivaires pour I'AcS/GS, tout comme 1'étaient les valeurs
de fiabilité et de spécificité. La valeur globale de notre méthode est plus fiable avec l'anticorps
anti-sporozoite mature, et dépend ainsi de la relation sensibilité-spécificité.
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3.6. Discussion.

Au cours de la mise au point du titrage des antigénes de sporozoites par I'ELISA, nous
avons obtenu une reproductibilité satisfaisante d'une plaque a 1'autre. Burkot et al. (1984 a ;
1984 b) décrivent ce méme phénomene lors du dosage des antigénes de sporozoites par la
technique ELISA en double sandwich. Cependant, il est courant qu'une mauvaise
reproductibilité soit observée lors de dosages immuno-enzymatiques (Boudin er al., 1988) ou
radio-immunologiques (Collins et al., 1984 ; 1985) des antigénes sporozoitaires.

Diverses solutions ont été proposées, a savoir l'utilisation d'agents couplants pour que les
anticorps s'adsorbent mieux sur le plastique (Stocker et Heusser, 1979) ou l'application d'un
coefficient de correction (Boudin et al., 1988). Nous n'avons pas appliqué ce coefficient de
correction lors du traitement des données préconis€ pour pallier cet inconvénient.

Le seuil de détection de notre technique, ou sensibilité, a été fixé & 6 000 sporozoites /
moustique. Les seuils de détection cités dans la littérature sont généralement variables, de 300
sporozoites / moustique (Burkot et al., 1984 a ; 1984 b) a2 1200 sporozoites / moustique
(Boudin er al., 1988) en ELISA a double sandwich, et de 500 a 1000 sporozoites / moustique
en radio-immunologie (Collins e al., 1984).

Notre seuil, six fois plus €levé, est essentiellement dii & la gamme de sporozoites et aux
anticorps que nous avons utilisés.

Les sporozoites choisis pour établir 1a gamme de référence sont des sporozoites matures.
La suspension standard de sporozoites contient des parasites isol€s de femelles par
centrifugation. La quantité de débris appartenant aux moustiques est ainsi limitée. Lors du
dosage ELISA, les échantillons de moustiques contiennent non seulement des parasites mais
également des débris cuticulaires ou autres provenant des anopheles. La gamme de référence
des sporozoites permet donc une approximation de la quantité d'antigénes sporozoitaires dans
chaque échantillon. D'autre part, la méme gamme de référence est utilisée lors des dosages avec
I'AcS/TD et I'AcS/GS.

Les antigenes utilisés pour 'immunisation étaient composés non seulement de protéines
de sporozoites et de moustiques. L'épuisement des anticorps avec des moustiques sains a
amélior€ leur spécificité mais cette derniére est loin d'étre parfaite. Les anticorps ainsi fabriqués
ont pour cible principale les sporozoites, mais aussi d'autres cibles qui diminuent la sensibilité
du dosage.
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En effet, les techniques ELISA actuellement développées pour le diagnostic des
infestations parasitaires (Wijesundera et al., 1990 ; Chardes et al., 1991) ou 2 virus (Naot et
Remington, 1981) sont basées sur l'utilisation des anticorps monoclonaux. Dans le cas du
paludisme, la mise en évidence des sporozoites chez le moustique repose sur la détection de la
protéine sporozoitaire majoritaire, la "circum-sporozoite protein" (CSP). Cette protéine a été
isolée, séquencée (Nardin et al., 1982 ; Fine et al., 1984 ; Nussenzweig et Nussenzweig ,
1985 ; Golenda et al., 1991) pour obtenir des anticorps monoclonaux (Zavala et al., 1982 ;
1983 ; Wirtz et al., 1987). Le géne codant pour la CSP d'especes de Plasmodium humains ou
murins a été cloné (Dame et al., 1984 ; Enea et al., 1984 ; Wortman et al., 1989) et des peptides
synthétiques permettent la fabrication d'anticorps encore plus sensibles (Zavala et al., 1986).

De plus, la fiabilité relative de notre méthode a été déterminée par rapport & une méthode
parasitologique (dissection) de référence. Il faut rester prudent lors de l'interprétation des divers
résultats car les faibles infestations peuvent passer inapergues au niveau du tube digestif ou des
glandes salivaires, surtout lorsque ces derniéres ne sont pas écrasé€es entre lame et lamelle. Si
l'on considére par conséquent que les moustiques déterminés "faux positifs” en ELISA étaient
en réalité infestés mais non détectés a la dissection, on améliore la fiabilité de 1'épreuve : 92%
pour I'AcS/TD sur les stades oocystes et 100% pour I'AcS/GS sur les stades glandes salivaires.

Ainsi, la fiabilité de 1'épreuve ELISA nous parait sous évaluée. La méme remarque est
faite par divers auteurs (Burkot et al., 1984 a ; Boudin et al., 1988).

La spécificité est proche de 100% mais ne l'atteint pas. Les densités optiques relatives aux
moustiques sains sont inférieures a celles des moustiques infestés mais cette différence est
beaucoup moins marquée que si nous avions utilisé des anticorps monoclonaux (Burkot et al.,
1984 a ; 1984 b). Ceci confirme la présence de protéines de moustiques reconnues par nos
anticorps, moins importante avec 1'AcS/GS, ot la spécificité atteint 97,73% (contre 82,95%
pour I'AcS/TD).

Les valeurs diagnostiques sont en rapport avec les valeurs de sensibilité et de fiabilité de
notre titrage immuno-enzymatique.

La CSP mature apparait, apres l'ingestion de gamétocytes par les moustiques, au niveau
du tube digestif car des femelles dépourvues de parasites dans les glandes salivaires sont
immunologiquement positives avec 1'AcS/TD et 1'AcS/GS. L'intervalle de temps entre
l'ingestion de gamétocytes et 'apparition de la CS protéine mature est de 1'ordre de 10 & 12
jours (Burkot et al., 1984 a; 1984 b ; Boudin et al., 1988). La quantité de CSP mature détectée
au niveau des glandes salivaires est supérieure a celle au niveau du tube digestif, confirmant
ainsi l'apparition de cette protéine avant que les sporozoites ne se trouvent dans les glandes
salivaires (Aikawa ef al., 1981 ; Robert et al., 1988 ; Golenda et al., 1991). Cependant, il est
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apparu que des thorax ne contenant plus les deux paires de glandes salivaires se révelent
positifs en IRMA (Lombardi et al., 1987) ou en ELISA (Beier er al., 1987 ; 1991 a),
surestimant ainsi le nombre de moustiques épidémiologiquement dangereux. La présence de
CSP librcf dans I'hémolymphe reste cependant un phénomene tres controversé (Vanderberg et
al., 1972).

4. La détection des antigénes sporozoitaires chez les anophéles
inoculés.

Des sporozoites immatures et matures ont €t€ introduits artificiellement dans des femelles
saines, dans le but d'étudier la capacité des sporozoites & migrer vers les glandes salivaires d'un
hote ou ils n'ont pas débuté leur développement.

La méthode ELISA, malgré ses caractéristiques, nous a permis de suivre ces sporozoites
et d'évaluer leur nombre a partir de la quantité d'antigénes de sporozoites détectés. Nous avons
comparé ces résultats avec ceux obtenus par la dissection.

4.1. Les sporozoites immatures.

Les résultats portent sur un lot homogene de 157 femelles saines ﬁ'gécs de 24 heures (J1),
et inoculées avec environ 200 sporozoites par femelle.

Les femelles sont gardées en observation, groupées par lot de 10. On procede
régulierement a des dissections, soit 48 heures, 3, 5 et 7 jours apres l'injection des parasites.
Chaque femelle disséquée est reprise dans un tube et congelée avant d'étre dosée en ELISA
(tableau 4).

Sept jours apres l'injection des sporozoites, nous avons offert un repas de sang, sur des
souris saines aux femelles, pour vérifier si les sporozoites avaient migré jusque dans les .
glandes salivaires.
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Tableau 4 : Evolution au cours du temps des résultats parasitologiques et immunologiques des
sporozoites immatures injectés chez des femelles saines.

(sp : nombre de sporozoites retrouvé par femelle, (+) : femelle immunologiquement positive, (-)
: femelle immunologiquement négative).

Dissection ELISA
hémolymphe | glandes hémolymphe | hémolymphe
salivaires AcS AcS/GS
J1 (24h) 69 sp 0sp 79 sp (+) 227 sp (+)
J2 (48H) 29 sp 0 sp 75 sp (+) 105 sp (-)
13 2sp 0sp 63 sp (+) 72 sp (-)
I5 Osp 0 sp 25sp (-) 43 sp (-)
17 0 sp 0 sp 25 sp () 46 sp (-)

De 24 heures a 7 jours apres l'injection de sporozoites vivants dans I'hémolymphe, aucun
parasite n'est retrouvé dans les glandes salivaires des femelles.

Quelques sporozoites sont retrouvés vivants dans I'hémolymphe 24 heures apres leur
injection, alors que 2 jours apres, ils apparaissent morts. A partir du troisiéme jour, l'analyse
microscopique ne permet plus de les visualiser.

L'examen immunologique de ces mémes moustiques révele la présence d'antigeénes de
sporozoites dans les femelles durant un intervalle de temps dépendant de I'anticorps anti-
sporozoite utilisé.

La parasitémie des souris sur lesquelles les femelles inoculées s'étaient gorgées a été
négative cinq jours apres. Cette absence d'infection confirme la non migration des sporozoites
immatures dans les glandes salivaires.

4.2. Les sporozoites matures.

Les résultats portent sur un lot homogene de 134 femelles saines dgées de 24 heures et
inoculées avec environ 200 sporozoites matures par femelle.

Les femelles sont gardées en observation par lots de 10, disséquées (48 heures, 3, 5 et 7
jours apres), puis reprises dans des tubes et congelées avant d'étre dosées en ELISA.

Sept jours apreés l'injection de parasites, nous avons offert des souris saines aux femelles
pour vérifier,par l'infestation naturelle, 1a présence de sporozoites dans les glandes salivaires.
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Les résultats parasitologiques et immunologiques figurent dans le tableau S.

Tableau 5 : Evolution au cours du temps des résultats parasitologiques et immunologiques des
sporozoites matures injectés chez des femelles saines.
(sp : nombre de sporozoites retrouvé par femelle, (+) : femelle immunologiquement positive, (-)

: femelle immunologiquement négative).

Dissection

hémolymphe hémolymphe
1 _ cS/TD | AcS/GS |

J1 (24h) 12 sp 0sp 124sp (+) | 223sp (+)

J2 (48H) 9sp 0sp 122 sp (+) 228 sp (+)

13 9 sp Osp 103sp (+) | 223 sp(+)

J5 2sp Osp 116 sp (+) | 240sp (+)

J7 0 sp 0 sp 106 sp (+) 223 sp (4+)

Au cours du temps, de 24 heures a 7 jours apres l'injection de parasites vivants, aucun
sporozoite n'est retrouvé dans les glandes salivaires des femelles.

Quelques sporozoites sont retrouvés vivants dans I'némolymphe 24 heures apres leur
injection, alors que 2 jours apres, ils apparaissent morts. Contrairement aux sporozoites
immatures, les sporozoites matures se retrouvent dans 1'hémolymphe jusqu'd la fin de
l'expérience. Cette observation est confirmée la méthode ELISA. La présence d'antigénes de
sporozoites dans I'hémolymphe des femelles ne peut pas €tre mise en relation avec la présence
des sporozoites dans les glandes salivaires.

La parasitémie des souris sur lesquelles les femelles inoculées s'étaient gorgées a été
négative cinq jours apres le repas de sang. Cette fois encore, les sporozoites ne semblent pas
capables de migrer vers les glandes salivaires d'un hote ou ils n'ont pas effectué leur
développement.

4.3. Discussion.

Les sporozoites, immatures ou matures, inoculés dans I'hémolymphe de femelles saines
n'ont jamais €té retrouvés dans les glandes salivaires de ces moustiques. Cet état de fait a été
doublement confirmé, grace aux dissections et a 1'analyse des frottis sanguins des souris sur
lesquelles les femelles inoculées s'étaient gorgées.
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Nous avons obtenu des résultats semblables A ceux décrits avec P. knowlesi chez A.
freeborni ; les sporozoites injectés ne migrent pas dans les glandes salivaires de cette espéce,

alors qu'ils migrent chez A. dirus (Rosenberg, 1985).

La littérature rapporte également des observations contraires. P. gallinaceum et P. fallax
se développent normalement chez Aedes aegypti et A. albopictus jusqu'a la formation de
sporozoites et la migration dans les glandes salivaires, alors que le parasite est inoculé aux
stades gamétocytes, oocystes ou sporozoites (Weathersby, 1952 ; 1960). Le passage au travers
du tube digestif n'est donc pas obligatoire, et I'hnémolymphe ou divers organes (Weathersby,
1954) suffisent au développement du Plasmodium. Chez deux especes de Culex réfractaires au
Plasmodium, le développement parasitaire ne s'effectue pas, la barri¢re stoma{ale franchie
(Weathersby, 1952 ; 1960). Weathersby conclut que les facteurs qui gouvernent la sensibilité
d'une espéce sont systémiques et non restreints 2 un organe (Weathersby, 1960 ; Weathersby et
McCall, 1968). Des essais ont méme été réalisés en injectant des zygotes de Plasmodium chez
des A. aegypti miles : le développement des oocystes se produit, ainsi que la formation des
sporozoites et leur migration dans les glandes salivaires (Rosenberg, 1984).

5. Discussion, conclusion.

En épidémiologie du paludisme, le facteur entomologique le plus important est l'indice
sporozoitaire, c'est-3-dire la proportion de moustiques porteurs de sporozoites infectants dans
une population vectrice (in Danis et Mouchet, 1991). Cependant, ce facteur est trés difficile 2
appréhender par les techniques parasitologiques classiques. Elles impliquent de toujours
travailler sur du matériel frais, extraire les glandes salivaires et les analyser individuellement au
microscope. C'est un travail laborieux qui demande énormément de temps, d'habileté et de
patience car le taux d'infection des moustiques dans la nature est souvent trés faible (Pampana,
1963).

La fabrication d'anticorps monoclonaux spécifiques des protéines de surface des
sporozoites plasmodiaux a permis de développer des techniques immunologiques trés sensibles
(Zavala et al., 1982). De par leur trés haute spécificité et leur stabilité, les anticorps sont des
outils puissants pour appréhender certains parameétres épidémiologiques dans lf cas du
paludisme ou d'autres maladies parasitaires. C'est ainsi que des anticorps monoclonaux sont
produits pour détecter les especes de plasmodies humaines, et certaines simiennes ou murines
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(Yoshida et al., 1980 ; Cochrane et al., 1982 ; Nardin ez al., 1982).

Les techniques immunologiques, basées sur la détection de 1a CSP chez les Anophelinae,
ont été adoptées par les entomologistes de terrain depuis le milieu des années 80 (Zavala et al.,
1982 ; Collins er al., 1984 ; Beier et al., 1988 a ; 1988 b). Elles permettent de mettre en
évidence la présence de l'antigéne CS chez le moustique, d'estimer ainsi la quantité de
sporozoites et méme d'identifier I'espéce de Plasmodium en cause. Ce type de résultats est
d'autant plus fiable que l'anticorps utilis€ pour le dosage immuno-enzymatique est
monospécifique. L'anticorps monoclonal spécifique de la CSP de Plasmodium yoelii yoelii
(NYS1) est fabriqué mais reste la propriété de I'armée américaine, et son utilisation nous a été
refusée. Nous avons di utiliser des anticorps polyclonaux pour tenter de mettre au point une
épreuve de dosage immuno-enzymatique aussi performante que possible. Les résultats obtenus
n'ont pas été a la hauteur de nos espérances. Ils restent cependant prometteurs et demandent a
étre complétés.

La technique ELISA en double sandwich apparait comme un outil fiable pour détecter les
antigénes de sporozoites, en particulier avec 'utilisation d'anticorps conjugués a la peroxydase
et d'un substrat révélateur, l'orthotolidine (Bullock et Walls, 1977 ; Ambroise-Thomas et
Desgeorges, 1978 ; Monget, 1978 ; Burkot et al., 1984 b). Pourtant, il ne faut pas en attendre
une quantification précise, surtout lors de faibles charges sporozoitaires.

La présence de faux positifs et faux négatifs introduit un biais au niveau de
l'interprétation, en ELISA comme en IRMA (Verhave et al., 1988 ; Burkot et al., 1984 b).
Nous avons vu que l'apparition de 1'antigéne CS mature au niveau des sporozoites se produit
des 12 jours apres l'ingestion de gamétocytes, c'est-a-dire avant la migration via I'hémolymphe
et la pénétration des sporozoites dans les glandes salivaires.

Ces observations démontrent que les moustiques immunologiquement positifs ne sont pas
tous épidémiologiquement dangereux, soit porteurs de parasites dans les glandes salivaires. Le
nombre de moustiques aptes 2 transmettre des sporozoites est donc surestimé en ELISA double
sandwich (Robert et al., 1988 ; Adungo et al., 1991 ; Beier et al., 1991 a ; 1991 b) comme en
radio-immunologie (Collins et al., 1984). Pour évaluer la charge sporozoitaire d'un anophele de
fagon plus juste, il est souhaitable de tester les parties téte-thorax et abdomen séparément, tout
comme le préconisent d'autres auteurs (Beier ez al., 1988 a ; 1988 b ; Boudin ez al., 1988).
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La CSP, protéine membranaire majoritaire a la surface des sporozoites (Fine ef al., 1984),
fut décrite dans un premier temps comme caractéristique des sporozoites dans les glandes
salivaires. Elle joue un role prépondérant lors de l'invasion des hépatocytes humains par les
sporozoites (Vanderberg er al., 1972 ; Sina et Hollingdale, 1991). Des travaux plus récents
indiquent qu'il existe deux antigénes CS, I'un immature sur les sporozoites en formation dans
les oocystes, et l'autre mature, principalement sur les sporozoites des glandes salivaires. La
CSP mature apparait en fait d¢s le stade oocyste (Aikawa ez al., 1981 ; Boulanger et al., 1988 ;
Golenda et al., 1991) mais son rdle dans la physiologie et I'immunité du parasite n'est que
supposé (Vanderberg ef al.,, 1972 ; Sina et Hollingdale, 1991). De plus, nous savons
qu'environ 20% des sporozoites immatures émis par les oocystes se retrouvent dans les glandes
salivaires (Rosenberg et Rungsiwongse, 1991). La synthése des deux antigénes CS est donc
excédentaire, mais néanmoins nécessaire au bon développement du parasite.

Nous avons entrepris ce travail car nous avons émis 'hypothese que ces antigénes jouent
un role au niveau de I'hémolymphe du moustique, soit pour déjouer le systtme immunitaire,
soit pour le déprimer. Cependant, les résultats récoltés jusqu'alors ne permettent pas de vérifier
cette hypothese. Il serait donc utile de préciser le développement du Plasmodium chez
'anophele, et ce par le biais de deux méthodes complémentaires. La méthode parasitologique
(dissection) fixerait la charge parasitaire et le dosage immuno-enzymatique apporterait les
informations nécessaires sur le passage des antigénes CS immatures aux matures. Les efforts
devront se concentrer au niveau de I'hnémolymphe, 12 oli le parasite se retrouve au contact du
systéme immunitaire de I'anophele.

Les phénomenes qui aboutissent a la sensibilité d'un moustique vis-3-vis d'un parasite
sont trés complexes, et apparaissent différents d'une espéce a 'autre. Les lectines de plantes et
d'invertébrés ont été utilisées ces dernieres années comme marqueurs de résidus sucrés sur les
surfaces cellulaires (Ingram et Molyneux, 1990). Chez l'anophtle, la composition membranaire
en résidus sucrés des glandes salivaires varie d'une espéce a l'autre, mais aussi a l'intérieur
d'une méme espeéce. C'est le cas pour A. stephensi (Mohamed ez al., 1991), chez lequel le
développement de P. yoelii s'effectue en 14 jours (Coosemans et al., 1981) et les sporozoites
s'accumulent dans les parties distales des glandes salivaires (Sterling et al., 1973).

Les liaisons entre résidus sucrés et lectines sont considérées comme partie intégrante des
phénomenes par lesquels les sporozoites reconnaissent et s'attachent aux cellules de leur hote
avant de les envahir (Howard et al., 1982 ; Jungery, 1985), et il semble qu'ils reconnaissent les
résidus sucrés présents a la surface des glandes salivaires avant de les envahir (Perrone et al.,
1986). Pourtant, des études ont montré que les sporozoites, tout comme les ookinétes (Rudin et
Hecker, 1989) sont incapables de se lier aux lectines par défaut de résidus sucrés a leur surface
(Schulman et al., 1980). De plus, la composition membranaire en sites récepteurs de lectines
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des glandes salivaires d'une femelle saine ou infesté par P. berghei est la méme (Mohamed et
al., 1991). Les sporozoites sont éliminés de I'hémolymphe en 3 jours, sans participation
apparente des hémocytes. Ces résultats vont dans le sens de ceux décrits chez A. freeborni. Les
sporozoites inoculés A des hotes sains n'ont jamais migré dans les glandes salivaires
(Rosenberg, 1985). Malgré leur capacité a se mouvoir (Vanderberg, 1974), les sporozoites
semblent incapables de migrer vers les glandes salivaires d'un hote sensible et non infesté.
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En 1992, deux milliards d'individus vivent dans des zones ol le paludisme sévit depuis
des années ou réapparait. Chaque année dans le monde on dénombre 100 millions de nouveaux
cas (OMS, 1992 a; 1992 b).

L'OMS, durant les années 60, a cru s'étre donné les moyens d'éradiquer la maladie avec
les insecticides de syntheése et les substances antimalariques. Malheureusement, on déplora tres
vite l'apparition des chimiorésistances des Plasmodium, 1'extension de la résistance des
anopheles aux insecticides, la résurgence du paludisme dans certaines régions et I'absence de
stratégies de luttes efficaces dans les zones hyperendémiques.

Depuis lors, les paludologues se sont fixés comme seul but de contrdler la malaria. Les
programmes de lutte tentent donc de diminuer la densité et de réduire les taux d'infestations des
populations vectrices.

Mais comment espérer controler le paludisme quand les firmes pharmaceutiques se
détournent de la recherche de nouveaux antipaludiques, quand les programmes de lutte
favorisent la résistance des vecteurs, des plasmodies et la recrudescence de la maladie, quand la
vaccination promise est irréalisable dans 1'état actuel de nos connaissances, et surtout quand les
recherches paralléles entre le terrain et les laboratoires se heurtent a des conflits de personnes ?

Les travaux entrepris sur le modele plasmodial pour 1'€laboration d'un vaccin révelent que
la biochimie des Plasmodium est trés complexe (Tibayrenc et Ayala, 1991). La simplicité des
descriptions parasitologiques cachait en réalité la multiplicit€ des antigénes parasitaires, leurs
associations complexes au cours des différentes phases évolutives des Plasmodium, et leurs
subtiles implications dans les phé nomenes de reconnaissance de 1'hote... (Jakstys et al., 1974 ;
Hollingdale et al., 1990 ; Sina et Hollingdale, 1991).

Les recherches sur la compétence vectorielle commencent seulement a retenir l'attention
du monde scientifique car a terme, elles peuvent aboutir & des nouvelles perspectives en matiére
de lutte contre le paludisme (Brey, 1991 ; Collins ez al., 1991). Cependant, les domaines de la
physiologie, de la génétique et de I'immunité des relations Anopheles-Plasmodium restent
encore trés mal connus.

C'est dans un tel contexte que nous avons entrepris d'étudier certains aspects des
relations hote-parasite sur un des pricipaux vecteurs du paludisme humain dans les régions
orientales, Anopheles stephensi. Cet anophele, facilement élevé en laboratoire, est un trés bon
vecteur de plasmodies de rongeurs, et plus particulierement de Plasmodiumn yoelii yoelii.

173



Les diverses méthodes utilisées pour la réalisation de ce travail ont été choisies dans
l'optique d'obtenir des éléments d'informations sur les relations intimes entre le moustique et
son parasite, pouvant déboucher a terme sur un espoir d'interrompre le développement
parasitaire.

Comparées a d'autres especes de Culicidae vectrices d'agents pathogenes, les especes
anophéliennes sont peu étudiées en laboratoire, sans doute a cause de leur fragilité et de leur
petite taille, et avec toutes les difficultés de manipulations que cela entraine.

Notre étude montre que malgré cela, les anopheles peuvent €tre utilisés comme support
d'études sur la compétence vectorielle, au méme titre que d'autres couples vecteurs-parasites.
Certaines techniques histologiques, enzymatiques ou immunologiques peuvent étre adaptées a
de tels moustiques et permettre d'obtenir des résultats prometteurs.

L'étude cytologique de I'hémolymphe d'Anopheles stephensi adultes a été réalisée pour la
premiére fois, a partir d'observations complémentaires en microscopie optique et €électronique.
Elle a permis de constater que ces moustiques ont une histologie sanguine comparable a celle
décrite chez des larves ou des adultes de divers autres insectes.

Nous avons mis en €évidence différentes catégories d'hémocytes, les cellules immunitaires
de l'insecte, et étudié leur morphologie et leurs fonctions. Les hémocytes d'A. stephensi sont
bien présents en circulation dans I'hémolymphe et peuvent étre divisés en deux grandes
catégories, les hémocytes sans granules et les hémocytes avec granules (Brehélin et Zachary,
1986). Ainsi, les prohémocytes et les oenocytoides sont sans granules et les plasmatocytes
macrophages sont classés parmi les hémocytes granuleux. De plus, I'hémolymphe d’'A.
stephensi présente une particularité avec la présence d'adipohémocytes. Leur existence en tant
qu'hémocyte particulier est trés controversée a I'heure actuelle (Amouriq, 1960 ; Bronskill,
1962 ; Foley, 1978).

Diverses autres cellules circulantes ont également été observées dans 1'hémolymphe.
L'étude ultrastructurale indique qu'elles ne correspondent pas a des types dhémocytes décrits
dans la littérature et qu'il s'agit en fait d'adipocytes et de cellules & "double membrane”. Leur
présence en circulation dans 'hémolymphe est un artéfact qui résulte des traumatismes subifs *
par les tissus de l'insecte lors des manipulations de prélévements d'hémolymphe.
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Nous avons, ensuite, étudié le role des hémocytes dans les réactions de défense du
moustique vis-3-vis de corps étrangers introduits artificiellement dans 'hémolymphe. Les
cellules sanguines, et en particulier les adipohémocytes, interviennent dans le processus de
phagocytose. A. stephensi, considéré comme un insecte pauvre en hémocytes avec moins de
4000 cellules par mm3 d'hémolymphe. Il doit donc réagir au "non-soi" par un encapsulement
humoral (Gotz et al., 1977). Si cette réaction immunitaire est mise en évidence chez d'autres
especes de Culicidae, Aedes et Culex (Drif et Brehélin, 1983), il n'en est pas de méme chez
I'anophele 2 partir de nos observations. Les corps étrangers, sporozoites et hématies, introduits
dans I'hémolymphe des femelles étaient sans doute en trop faible concentration. Il convient
cependant de rester prudent car nous ne pouvons conclure 2 une absence de réaction
immunitaire.

Les résultats recueillis lors du dosage colorimétrique des estérases totales montrent que
les relations Anopheles-Plasmodium peuvent €tre appréhendées par le biais des réactions
enzymatiques. De plus, la cascade phénoloxydasique, composante essentielle du phénomene
d'encapsulation humorale chez les dipteres, peut étre étudi€e a un autre niveau que celui de la
prophénoloxydase.

Les taux d'estérases €valués au cours de la vie des anopheles males et femelles, dans les
conditions d'élevage, servent d'image enzymatique de référence. Ils indiquent que les femelles
ayant pris un repas de sang sur des souris impaludées présentent certaines "anomalies” par
rapport aux femelles nourries sur une souris saine.

La présence du Plasmodium perturbe la prise du repas de sang, et semble influencer
l'activité estérasique de 'hdte. Au cours du repas, les femelles prélévent un volume de sang
impaludé plus faible que lorsque ce dernier est sain. De plus, lors de la migration des
sporozoites du tube digestif vers les glandes salivaires, via I'némolymphe, on observe une
baisse significative dans la concentration d'estérases des femelles infestées.

L'introduction de corps étrangers, dans 'hémolymphe des femelles saines, se traduit par
une réaction immédiate de la part des moustiques adultes. Les taux d'estérases augmentent
rapidement, dans un délai d'une heure apres l'inoculation. Les anopheles sont donc capables de
reconnaitre le "soi" du "non-soi" et d'y répondre, en particulier, par une augmentation d'activité
enzymatique.

L'étude cytologique n'a pas mis en évidence de dépot mélanique autour des corps
étrangers. Nous ne pouvons donc pas conclure, en l'état actuel de nos connaissances, a la
présence ou la déficience d'encapsulation humorale chez A. stephensi.
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Enfin, le dosage des antigénes sporozoitaires de Plasmodium yoelii yoelii par une
@, R
technique immuno-enzymatique (ELISA) indique’cet outil de travail peut étre adapté A des
systémes hote-parasite variés et apporter des éléments d'informations.

La technique ELISA en double sandwich, adaptée & la détection des antigénes de
sporozoites dans le moustique, nous parait une épreuve fiable et efficace a condition de ne pas
en attendre de résultats quantitatifs. Les anticorps anti-sporozoites fabriqués au laboratoire sont
dirigés en majorité contre les antigénes de sporozoites mais aussi contre diverses protéines
solubles de moustiques. Malgré I'épuisement de ces anticorps par des protéines de moustiques,
ils restent polyclonaux. Cela implique que la spécificité (83% pour I'AcS/TD et 98% pour
I'AcS/GS) et la fiabilité€ ( 71% et 81% pour I'AcS/TD et 88% et 86% pour I'AcS/GS) de notre
titrage soient plus faibles que ce qu'elles devraient étre (100%). Cela implique également que le
seuil de détection minimal soit tres €élevé (6 000 sporozoites / moustique) par rapport A celui des
auteurs qui ont utilisé des anticorps monoclonaux (Burkot et al., 1984 ; Boudin et al., 1988).

Néanmoins, les résultats recueillis permettent de confirmer que l'antigéne CS mature,
caractérisant la surface des sporozoites dans les glandes salivaires, se met en place bien avant,
lorsque les sporozoites sont encore dans les oocystes, au niveau du tube digestif. Nous n'avons
pas obtenu d'informations sur la présence de protéines CS dans I'hémolymphe et leurs
possibles relations avec le syst¢tme immunitaire des anopheles. Le corps des moustiques dosés
en ELISA a été sépar€ en deux, soit la partie téte-thorax avec les glandes salivaires, et 1a partie
abdomen avec le tube digestif. Cette séparation n'apparait pas sufﬁsarﬁént fine, et il aurait été
souhaitable d'isoler 'hémolymphe de chacun des moustiques et de 1a tester séparément.

La dissection classique des moustiques a permis de comparer les résultats avec les
informations issues de I'épreuve ELISA. L'ELISA permet un gain de temps énorme car les
moustiques peuvent étre conservés congelés A -80°C et étre dosés par grandes quantités. La
dissection impose, quant 2 elle, d'avoir du matériel frais et de 1'analyser sur le champs. En
revanche, 'ELISA présente deux inconvénients majeurs, la présence de "faux positifs"” et de
"faux négatifs". De tels résultats correspondent & des moustiques identifiés différemment selon
la technique employée, mais ils vont de pair avec les caractéristiques de notre titrage immuno-
enzymatique. Il faut donc bien définir par avance ce que I'on souhaite obtenir comme résultat.

La technique ELISA devait également nous permettre de détecter et de suivre le devenir de
sporozoites injectés dans un moustique différent de celui chez lequel ils effectuaient leur
développement normal. Nous pouvons dire qu'aucun des sporozoites injectés au niveau de
I'hémolymphe n'a été retrouvé dans les glandes salivaires de son nouvel hote. Il semble que
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soit les sporozoites de P. y. yoelii ne sont pas capables de migrer vers les glandes salivaires
d'un nouvel hote, soit ils sont détruits par un "facteur anti-plasmodium” comme le pressentaient
Weathersby et Mac Croddan (1982). Ils sont €liminés de I'némolymphe en trois a quatre jours.

Les perspectives de recherches

Dans un premier temps, nous citerons l'importance des études cytologiques de
I'némolymphe des anopheles mais aussi d'autres insectes vecteurs d'agents pathogenes.
Comment parvenir 2 interrompre le développement des parasites dans leurs hotes alors que les
connaissances acquises se bornent a des descriptions morphologiques ? Comment obtenir des
informations sur les relations hote-parasite en étudiant les larves alors que ce sont les adultes
femelles et/ou miles, selon I'espéce, qui véhiculent les agents pathogeénes ?

La composition cellulaire du syst¢me immunitaire chez les femelles adultes d'A. stephensi
étant maintenant définie, il est certain que les recherches dans le domaine des réactions
immunitaires du moustique doivent étre poursuivies afin de déterminer les types de réactions de
défense impliqués.

Les adipohémocytes interviennent dans le phénomeéne de phagocytose, mais d'autres
hémocytes, comme les plasmatocytes macrophages, pou’x‘féjent également y participer. R

Il reste & déterminer, pour les corps étrangers de grande taille, le type d'encapsulation
mise en jeu. Etant donnée la faible quantité d'hémocytes chez les Culicidae, 'encapsulement ne
saurait étre cellulaire mais plutdt humoral, c'est-a-dire sans participation apparente
d'’hémocytes. Les enzymes intervenant dans le métabolisme des substances mélaniques
déposées autour des corps étrangers doivent toutes €tre identifiées puis étudiées.

Il est vraisemblable que des facteurs humoraux interviennent et controlent également le
développement parasitaire, mais ils restent a déterminer.

La biologie moléculaire offre aujourd'hui des outils de travail performants. Nous avons
vu que certaines méthodes immunologiques peuvent étre adaptées A des systémes vecteur-
parasite autres que ceux décrits habituellement. Elles permettent d'approcher le Plasmodium au
cours de son développement dans le moustiques, par le biais des antigénes parasitaires.

L'épreuve ELISA mise au point pour cette étude a donné des résultats prometteurs mais
non satisfaisants.
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Nous proposons d'augmenter la sensibilité et la spécificité du titrage par diverses
~ améliorations. Il serait souhaitable, dans un premier temps, de se donner les moyens de
fabriquer des anticorps anti-sporozoites immatures et matures monoclonaux. De plus, le dosage
en double sanwich avec deux anticorps dirigés contre les sporozoites immatures donnerait des
informations quant a 1'antigéne CS immature.

Par ailleurs, il serait nécessaire de se fixer sur I'hémolymphe des anophtles, surtout lors
de la migration des sporozoites. L'antigéne CS mature est soupgonné d'avoir un rdle a ce
niveau, mais la preuve n'est pas encore faite.

Les mécanismes physiologiques des relations Anopheles-Plasmodium décrits, la
recherche pourra s'orienter vers la génétique, afin d'identifier les geénes impliqués dans les
réactions de défense du moustique et dans leur sensibilité au développement plasmodial. Mais il
faut surtout que la recherche se donne les moyens de ne pas privilégier tel ou tel programme, et
c'est au prix d'une étroite complicité entre la recherche fondamentale et appliquée que la
recherche pourra espérer vaincre un jour le paludisme.
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