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Résumé — De nombreuses expériences ont été décrites concernant la
transmission cyclique du Plasmodium berghei avec comme héte inveriébré
Anopheles quadrimaculatus, A. stephensi, A, atroparvus, A. gambiae et
Aedes aegypti, et comme hote vertébré le hamster, le rat blanc, la souris
blanche (Nmri), le mérion, le cotfon raf et Thamnomys surdaster.

Quoique le parasite arrive difficilement 4 un développement complet
avec A. quadrimaculatus, il peut tout de méme &tre transmis a I'hote
vertébré. Dans le cas de A. afroparvus, nous obtenons toutefois un déve-
loppement plus complet. Avec A, stephensi et A. gambiae il n'y a aucune
difficulteé.

Les hamsters et les mérions sont facilement infectés et deviennent a leur
tour infectant; également les souris blanches de la souche NMRI. Les résultats
avec les rats blancs sont plutdt irréguliers. Le coffon rat montre une
parasitémie faible et de courte durée, mais néanmoins la transmission cycli-
que réussit.

Tes auteurs considérent le probléme de la transmission cyclique de
P. berghei comme entiérement résolu en ce qui concerne A. stephensi et
le hamster.

La transmission cyclique de Plasmodium berghei a fait dans le
passé 'objet de nombreuses tentatives qui furent en général déce-
vantes. On parvenait a la formation d’oocystes, méme en grand
nombre dans l'estomac, mais on avait trés rarement observé des
sporozoites dans les glandes salivaires. Les résultats avaient tou-
jours été obtenus a une température ambiante de 26 °C. Un jour,
Yoeli a songé & abaisser la température aux environs de 20°C
et réussit ainsi & assurer la transmission cyclique du parasite. L'idée
d'expérimenter a une température inférieure résultait d’observations
faites au cours d'un voyage au Katanga et de mesures de la tem-
pérature dans le biotope de la galerie forestiére de la riviere
Kisanga. Aprés de longues recherches, Yoeli (1965) s'est arrété

(*) Ce travail a bénéficié d'une subvention de I'Organisation mondiale de la
Santé,
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a une température uniforme de 21 °C. Nous savions depuis long-
temps que ces températures existaient dans différents biotopes,
mais ces phénoménes ne nous avaient pas particuliérement frappés
puisque nous avions découvert une large répartition de P. berghei
dont nous avons isolé¢ des souches en divers lieux, soit (voir
figure 1) :

a) aux environs d'Elisabethville & 1200 m d'altitude et & environ 129 de
latitude sud (Kisanga et Kasapa);

b) a Kanzenze, prés de Kolwezi, a peu prés a la méme altitude mais légérement
plus au nord;

c) sur les plateaux de Kundelungu — entre 100 et 11° de latitude sud, mais
a 1.700 m d'altitude;

d) & Sandoa — aux environs de 1.000 m d'altitude — entre 99 et 100 de
latitude sud. Des Anopheles dureni ont été trouveés positifs mais la souche n’a pas
été étudiée;

e) a Kamina — 1.200 m d'altitude, entre 8 et 90 de latitude sud:

f) a Kamena ~ sur le plateau des Muhila — entre 70 et 8 de latitude sud et
1.000 m d’altitude;

g) dans les galeries forestitres — a 1.000 m d'altitude, entre 5° et 60 de
latitude — légérement au nord d'Albertville sur la route Albertville-Kabanbare.

5‘
KATANGA .
76
{*»
s
.
T
4 8 [
‘A
s
'
1
A NAMINA
1
o
; 9
L sawooa
s i
“ HANZENZE 10°
4
i
M BANGWEULY
/
4 111°
e
: 4 3
Man roads A 12
® A dureni present v
r
A SYrains isolated from rots . r
+ Durens found positive i “or
W Strains from sporozoites et
Q@  Plasmodium Vincker
100 200 300 km
SCALE

Figure 1



Figure 2

Campement a proximité du village Kamena ot {ut isolé en 1952 le P. vinckei.

Figure 3

Galerie de la riviere Kinga (Kamena-Plateau des Muhila).
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Nous n’'avons pas relevé les températures dans tous les endroits,
mais nous pouvons conclure raisonnablement que P. berghei est
transmis sous différentes conditions climatiques,

La plupart des souches que nous avons récoltées n'ont pas été
conservées ni toujours étudiées longuement, mais nous pensions
gu'elles appartenaient & une seule et méme espéce.

Les diverses souches récoltées au Katanga n’offraient aucune
différence ni morphologique ni dans leur virulence pour les rats
et souris albinos. Depuis lors, Landau (1965) a trouvé P. chabaudi,
une espéce voisine de P. vinckei et une sous-espéce de P. berghei.

Il faut signaler que Rhodain (1949 — note inédite) a considéré
une souche envoyée de Kamina comme étant du P, berghei.

Nos essais de transmission cyclique ont porté uniquement sur
des souches récoltées aux environs d'Elisabethville.

On s'étonne qu'il existe un lien si étroit entre la température
et la transmission de P. berghei; nous savons, en effet, que P. vivax
et P, falciparum se transmettent depuis 15 °C jusqu’au-dela de 30 °C
(Boyd, 1949; Mcdonald, 1957). Sans doute a l'origine, lorsque la
forét primaire existait encore, tous ces parasites étaient-ils les
mémes; mais la différenciation et l'isolement des biotopes a permis
la formation des espéces ou sous-espéces, dont la transmission
cyclique était lite plus étroitement a la température. Une opinion
semblable a été émise par Yoeli (in litteris).

Rhodain et Vincke (1952) avaient déja pensé que la température
ambiante pouvait jouer un réle dans la transmission cyclique du
P. berghei. Yoeli a eu la méme idée et le mérite de I'appliquer. Le
succés obtenu par Yoeli a provoqué chez nous une orientation
nouvelle dans nos recherches. Disons dés a présent que nous pou-
vons confirmer tous les résultats de cet auteur, Cependant, nous
apportons ici quelques faits nouveaux et nous visons a donner une
vue d’ensemble des résultats que nous avons obtenus depuis un an.

I. Hote définitif

Nous avons employé deux souches dont l'une avait été isolée
par Yoeli (1964) et que nous avons recue lorsqu’elle était a son
neuviéme cycle. A l'aide de cette souche nous avons accompli dix
cycles. Dans la suite, nous avons utilisé une nouvelle souche isolée
dans la Kasapa par Bafort le 7 mars 1965 (souche ANKA = Anvers-
Kasapa). Cette souche est actuellement a son treizieéme cycle
accompli exclusivement par piqgiires d’anophéles. Nous avons eu
recours & plusieurs espéces de moustiques tous élevés, sauf excep-
tion, de la méme fagon et conservés jusqu’a leur utilisation dans un
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insectarium maintenu a 26 °C. Les expériences de transmission
cyclique ont été accomplies dans un insectarium dont la tempéra-
ture oscillait entre 18 et 21°.

1. ANOPHELES QUADRIMACULATUS

Cet anophéle est trés réceptif a l'infection. Le nombre d’oocystes
varie cependant beaucoup. Lorsque ['infection est encore faible
(aux environs de 10 parasites par champ microscopique) on peut
observer un nombre appréciable d'oocystes (1-50). Lorsque l'in~
fection est un peu plus avancée on observe un bon nombre d’esto~
macs oii les oocystes couvrent la totalité de la paroi: ces oocystes
dégénérent en majorité. Plusieurs lots ont été suivis d'une maniére
continue, Ainsi, pour des lots infectés a environ 90 p. cent, I'on
trouve des cocystes apparemment sains et déja en division vers le
dixiéme jour. Assez rapidement apparaissent des formes qui sem-
blent dégénératives. Le protoplasme devient granuleux, vacuolaire,
les coques se vident et les formes en voie de maturation paraissent
subir une lyse. La paroi s'amincit de telle sorte que certaines formes
ressemblent & des artefacts. Cette dégénérescence se manifeste a
plusieurs stades. C'est ainsi que l'on trouve des coques vides trés
petites. Le pourcentage de moustiques infectés diminue progressive-
ment ainsi que le nombre d’oocystes. Finalement, les oocystes dispa-~
raissent et tout est négatif vers le vingt-quatri¢eme jour. Cependant,
I'on apergoit des sporozoites libres lors de la dissection d’estomacs
dés le douziéme jour. Nous n'avons jamais réussi d'infection avec
ceux~ci. La présence de sporozoites libres s'observe jusqu'au vingt
et uniéme jour et au-dela, et en injectant ces derniers nous sommes
parvenus a infecter des hamsters. Le nombre de sporozoites est
toujours trés élevé. Nous avons remarqué qu'aprés l'absorption
d'un seul repas, tous les sporozoites ne se développaient pas en
méme temps. La diminution des oocystes n'est pas due a un pas-
sage dans les glandes salivaires, puisque la dissection simultanée
de celles-ci révele un index sporozoitique extrémement faible ainsi
qu'un trés petit nombre de sporozoites. Il y a donc a la fois une
dégénérescence des oocystes et une difficulté de passage des sporo-
zoites viables dans les glandes salivaires.

Lorsque l'infection du rat est plus avancée, le nombre d’anophéles
infectés ainsi que le nombre d'oocystes par estomac diminue rapide-
ment et un peu plus tard tout ococyste a disparu.

A. quadrimaculatus est donc intrinséquement un mauvais vecteur,
mais il est probable qu'il peut servir & maintenir I'évolution cyclique
pendant un temps indéfini pourvu qu'on l'emploie en trés grand
nombre, Son extréme voracité compense, dans une certaine mesure,
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son faible pouvoir de transmission. Pour les expériences citées
ci-dessus, seuls des hamsters de 40 g environ furent employés.

2. ANOPHELES STEPHENSI

Lorsque l'on choisit bien les conditions de température et de
stade de la maladie chez le rongeur, 90 a 100 p. cent des ano-
phéles présentent des glandes salivaires fortement infectées. Ce
résultat est supérieur & ce que nous rencontrons habituellement
pour P. gallinaceum. Nos taux d'infections dépassent nettement
ceux obtenus par Yoeli (1965). Les conditions optima actuelles
peuvent étre énoncées comme suit :

a) les animaux employés sont des hamsters d'environ 40 g;
b) la température de l'insectarium oscille entre 180 et 21 °C;

c) le hamster doit étre employé vers le sixiéme jour aprés la pigire infectante,
soit vers le troisiéme jour de la parasitémie: il présente a ce moment-la une
douzaine de parasites par champ microscopique.

Pour obtenir ce taux élevé il faut, soit éliminer les anophéles
qui ne se sont pas nourris, soit les mourrir pendant trois jours
consécutifs.

A. stephensi a le désavantage d'étre moins vorace que A. qua-~
drimaculatus dans les conditions actuelles d'expérience et son taux
de survie est légérement plus faible. Cette difficulté peut étre
aisément surmontée lorsqu'on dispose d'un insectarium & grand
rendement.

Dans le but d'obtenir un plus grand pourcentage d’anophéles
gorgeés, nous les avons a plusieurs reprises (A. stephensi et A. qua-
drimaculatus) nourris pendant une nuit entiére dans la chambre
chaude. Les cages furent ensuite maintenues dans la chambre
froide et les résultats furent tous négatifs. Vanderberg (1965)
a obtenu des résultats semblables, mais nous pouvons préciser
qu'il suffit de maintenir les moustiques pendant quelques heures
a4 26°C. Il est donc possible sinon probable que la transmission
est arrétée au stade ookinéte sous linfluence d'une température
trop élevée. Jusqu'a présent, dans les conditions favorables décrites
plus haut, nous avons pleinement réussi la transmission pour
vingt-trois lots.

Au sujet du stade de la maladie chez les rongeurs, les mémes
expériences que pour A. quadrimaculatus ont été entreprises avec
les mémes résultats, A. stephensi devient infectant & partir du
douziéme jour. Il est probable que ce temps se raccourcira ulté-
rieurement : en effet, nous avons observé des sporozoites dans les
glandes déja au neuviéme jour. Comme le hamster présente des
gamétocytes infectants vers le troisiéme jour, cela nous aménerait
a un intervalle d'incubation minimum de quinze jours.
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3. ANOPHELES ATROPARVUS

Cet anophéle est vorace. Il s'infecte assez facilement, peut-étre
moins bien que A, stephensi, mais les sporozoites sont aussi abon-~
dants dans les glandes salivaires. Sa longévité est nettement supé-
rieure & celle des autres espéces essayées et de ce fait 'on peut
infecter avec un lot déterminé plusieurs animaux pendant de lon~
gues semaines (jusqu'au 49™° jour).

4. ANOPHELES GAMBIAE

Pour A. gambiae nous n'avons pas encore suffisamment d'expé-
rience car nous avons éprouvé des difficultés dans 'élevage et
jusqu'a présent cet anophéle s’est montré peu vorace.

Néanmoins, nous pouvons dire d'ores et déja, qu'il a été trouvé
porteur de trés nombreux sporozoites dans la moitié des cas; mais
le nombre des moustiques examinés est trop faible pour autoriser
une conclusion.

5. AEDES AEGYPTI

Nous avons voulu répéter les essais de Raffaele (1965), mais
nous n'avons jusqu'a présent obtenu aucun résultat.

II. Héte intermédiaire

1. Le hamster (Mesocricetus auratus)

L'élevage de I'Institut comprend un mélange de hamsters dorés,
de hamsters albinos et d’hybrides. Nous avons utilisé indifférem-
ment les uns et les autres. La plupart de nos expériences ont été
accomplies avec cet animal (30 a 50 g). Nous avons toujours obtenu
d’excellents résultats, tant pour linfection du rat que pour celle
du moustique.

2. Le rat blanc

Les résultats ont été trés irréguliers au début dans les deux sens
(moustique-rat et rat-moustique). Des séries de rats infectés a
plusieurs stades ont été présentés a A. stephensi, sans qu'aucun
de ceux-ci n'ait pris l'infection. Mais il s’agissait d'animaux de
poids incertain (environ 50 g et plus). Dans la suite, nous avons
employé des animaux plus jeunes (environ 30 g) avec de meilleurs
résultats, On éprouve cependant des difficultés a faire piquer
A. stephensi et A. gambiae.
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3. La souris blanche (souche NMRI)

Avec A. stephensi 'infection réussit réguliérement dans les deux
sens. Ceci parait en contradiction avec nos expériences d'il y a
15 ans. Nous éprouvions des difficultés & infecter la souris blanche.
Mais il s’agissait d'injection de sporozoites. Sans doute la charge
est-elle beaucoup plus élevée lorsque l'on fait piquer directement
un nombre relativement grand d’anophéles. A. stephensi est plus
attiré par la souris blanche que par le rat.

4. Le mérion (Meriones shawi)

Cet animal est trés prometteur et nous pensons qu'il sera en tout
point comparable au hamster.

5. CorToN RAT (Sigmodon h. hispidus)

Le cotton rat est facile & infecter. La maladie reste bénigne et la
parasitémie faible et de courte durée. Néanmoins, nous avons réussi
la transmission cyclique avec ce rat.

6. THAMNOMYS SURDASTER

L'infection réussit dans les deux sens méme avec des animaux
trés vieux. L'¢levage n'est pas assez fourni pour que nous puis-
sions nous livrer & de nombreuses expériences.

ITI. Discussion et conclusions

Plusieurs facteurs interviennent dans la transmission cyclique de
P. berghei et sans doute en est-il de méme pour les autres espéces.

L’esPECE D'ANOPHELE. L'on a vu qu'il y avait des facteurs intrin-
séques. Une espéce comme A. quadrimaculatus peut étre trés
réceptive tout en présentant une barriére entre la paroi stomacale
et le stade final infectieux. D’autres espéces, comme A, atroparvus,
acceptent moins facilement les oocystes mais présentent une évolu-
tion plus compléte. Enfin, certaines espéces comme A. stephensi et
A. gambiae s'infectent facilement avec une évolution compléte.

Il nous semble que ce facteur intrinséque a une importance pra-
tique et qu'il n'en est pas assez tenu compte dans les programmes
d’éradication du paludisme, spécialement dans les zones difficiles.

LA TEMPERATURE. Son rdle est évident. Il est probable que sous
des climats différents la transmission ne peut s’accomplir qu'a des
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températures différentes ce qui pourrait constituer un facteur de
discrimination entre les espéces et sous-espéces.

LE NOMBRE ET L'ETAT DES GAMETOCYTES. Il semble y avoir une
divergence trés nette entre la qualité et la quantité des gamétocytes.
La meilleure transmission a lieu dans les stades précoces de l'in-
fection du vertébré. D’aprés les observations décrites ailleurs les
extraflagellations sont plus nombreuses plus tard alors que le degré
d'infection du moustique est nettement moindre sinon nul. Ces
aspects réclament des recherches ultérieures. Les préparations que
nous avons conservées n'ont pas encore subi un examen approfondi
et nous n'avons pas encore établi la formule parasitaire.

LE DEVELOPPEMENT DES OOCYSTES. Nous avons pensé au début
gue chez A. quadrimaculatus I'énorme quantité d'oocystes était la
cause d'une dégénérescence de ceux-ci. Cette idée s'est avérée
fausse puisque nous avons observé la méme dégénérescence lorsque
les cocystes étaient plus rares.

I'AGE ET L'ESPECE DE L'HOTE VERTEBRE. Il y a des différences
nettes d'aprés I'age et 'espéce de I'hdte vertébré employé.

Conclusion

La transmission cyclique de P, berghei a été observée dans des
conditions diverses. Nous considérons le probléme comme entiére-~
ment résolu en ce qui concerne A. stephensi et le hamster.

Ces observations alimentent la recherche fondamentale et lui
fournissent un certain nombre de questions nouvelles; mais nous
attirons l'attention des chercheurs de science appliquée sur leurs
implications pratiques, en particulier pour l'étude des antipalu-
diques nouveaux.
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Samenvatting — Een reeks proeven worden beschreven over de cyclische
overzetting van Plasmodium berghei met als invertebraat gastheer Ano-
pheles quadrimaculatus, A. stephensi, A. atroparvus, A. gambiae en Aedes
aegypti en els vertebraat gastheer de hamster, de witte rat, de witte ruis
(NmR1), de merion, de katoen rat en Thamnomys surdaster.

Ofschoon de parasiet moeilijk tot volledige ontwikkeling komt bij
A. quadrimaculatus kan hij toch worden overgedragen op de vertebraat
gastheer. In het geval van A. afroparvus heeft men reeds een vollediger
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}c:nctlwikkeling maar met A, stephensi en A. gambiae zijn er geen moeilijk-
eden.

Hamsters en merions worden gemakkelijk besmet en worden op hun
beurt besmettelijk; evenals de witte muizen stam NmRrI De uitslagen met
de witte ratten zijn minder gunstig, De katoen rat vertoont een lage en
korte parasitaemie desondanks slaagt de cyclische overzetting.

De auteurs beschouwen het probleem van de cyclische transmissie van
P. berghei als volledig opgelost indien men de hamster en A. sfephensi
gebruikt.

Summary — Numerous experiments have been described regarding the
transmission of Plasmodium berghei having as invertebrate hosts, Ano-
pheles quadrimaculatus, A. stephensi, A. atroparvus, A. gambiae and
Aedes aegypti and as vertebrate hosts hamsters, white rats, white mice
(NMRI strain), gerbils (meriones), cotton rats, and Thamnomys surdaster.

Although complete development of the parasite can only be obtained
with difficulty in A. quadrimaculafus it can nevertheless be transmitted
to a vertebrate host. In the case of A. afroparvus we have obtained an
even more complete development and there was no difficulty whatever with
A. stephensi and A. gambiae.

Hamsters and gerbils were easily infected and became infective in their
turn; the same obtained for the NMRI strain of white mice. Results with
white rats were somewhat irregular and cotton rats only showed a slight
parasitaemia of short duration but cyclic transmission was successful even
then.

The authors consider that the problem of the cyclic transmission of
DP. berghei is completely solved as regards A. sfephensi and the hamster,

Zusammenfassung — Zahlreiche Untersuchungen iiber die zyklische
Ubertragung von Plasmodium berghei auf wirbellose Wirte Anopheles
quadrimaculatus, A. stephensi, A. atroparvus, A. gambiae und Aedes
aegypti sowie auf Wirbeltierwirte wie Hamster, weisse Ratte, weisse
Maus (nMRri), Springmaus, Baumwollratte und Thamnomys surdaster
werden beschrieben.

Obwohl der Parasit in A. quadrimaculatus nur schwer zu einer komplet-
ten Entwicklung kommt, kann er doch auf Wirbeltierwirte iibertragen
werden. Bei A. afroparvus wird jedoch eine vollstandige Entwicklung
erreicht. A. stephensi und A. gambiae bieten keinerlei Schwierigkeiten,

Hamster und Springmé#use sind leicht zu infizieren und werden selbst
infektios, ebenso weisse Miause des Stammes NMRI. Die FErgebnisse bei
weissen Ratten sind recht unterschiedlich. Die Baumwollratte zeigt eine
schwache Parasitdmie von kurzer Dauer, trotzdem gelingt die zyklische
Ubertragung.

Die Verfasser betrachten das Problem der zyklischen Ubertragung von
P. berghei, soweit es sich auf A. stephensi und den Hamster bezieht,
als vollstindig geldst.

Resumen — Numerosas experiencias han sido descritas en relacion a
la transmision ciclica del Plasmodium berghei teniendo como huésped
invertebrado el Anopheles quadrimaculatus, A. stephensi, A. afroparvus,
A, gambiae y Aedes aegypti, y como huésped vertebrado al hanster, rata
blanca, ratdn blanco (NMRI), meridn, rata algodon y Thamnomys surdaster.

Aun cuando el parasito llega dificilmente a un desarrollo completo con
el A. quadrimaculatus, puede no obstante, ser transmitido al huésped ver-
tebrado. En el caso de A. afroparvas nosotros obtenemos, algunas veces,
un desarrollo mas completo. Con el A. sfephensi y el A. gambiae no hay
ninguna dificultad.
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Los hansters y meriones son facilmente infectados y devienen a la vez
infectantes; de igual forma sucede con los ratones blancos de la cepa
NMRI.

Los resultados con ratas blancas son mas bien irregulares. La rata de
algodén muestra una parasitemia deébil y de corta duracion, pero, sin
embargo, la transmision ciclica se logra con éxito.

Los autores consideran el problema de la transmision ciclica del
D, berghei enteramente resuelto en lo que concierne al A. stephensi y
hanster.

Ce travail a été effectué a I'Institut de Médecine
tropicale & Anvers et re¢u pour publication le 20 jan-
vier 1966.
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