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 INTRODUCTION

Les travaux dont 1l est rendu compte cl-aprés se sont fondés sur l‘hypothese
de travail suivante 't les especes a* Anopheles pourvues d’une membrane perltrophlque
(MP) qul se Solldlfie rapidement ne seraient guére propres Y tranﬂnettre les plasmodia
mais, par contre, les varidtés chez lesquelles la MP se solidifie lentament, si tant
est qu'elle se solidifie, y seraient éminemment propres. A titre deApremiére mesure
destinée a vérifier cette hypothse, nous nous sommes proposés de déterminer auési
exactement que‘pessible qﬁelle était la‘etrﬁcture de la MP, le moment ol elle se formait
Y la suite:du repes de sang du mouétidue, et son mode dé f0nnatien; En brinbipe,‘on a
eu recours 3 trois techniques -~ la dlssee ion de l’lntestln, la preparatlon de specnnens
hlstologlques et lfexamen sous mlcroscope electronique - qui toutes ont. ete mises en

oeuvre a dlvers intervalles aprés que les mouﬁtiques eussent ingéré un repas de’ sang.

1 Gette Stude bénéficie en partie de Lfaide de 1fOrganisation mondiale de la
Santé. S T T ale
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1, MATERIEL ET TECHNIQUES

les travaux ont porté notamment sur Anopheles gambiae, A. sﬁephensi,

A. maculipennis atroparvus et, aux fins de comparaison, sur Aedes aegypti; tous ces

anorhdles avalent été élevés & 1'Institut tropical suisse (température de,26°C et
humidité relative de 85 %). On a rourri ces moustiques principalement sur des cobayes
el des singes rhésus mais gdssi, dans ceftains cas, sur des poulets et des &tres

humains.

On a isolé en soluté physiologique ou en solution de Ringer la partie
postérieure du segment de 1l'intestin moyen (estomac) aprés avoir tué rapidement le
moustique par des vapeurs d! ether ou de chloroforme La paroi 1ntestinale et, le cas
echcanu, la MP ont été separees du conteru sanguin & l'alde de petites pinces entaomo-~
logiques et de fines aiguilles de verre, puis ont été examinées sous microscope a

contraste de phasee.

Ona préparé des coupes transversales et longitudinales. Le materiel frais
a été fixe dans le liqulde de Carnoy en vue de la preparatlon d'inclusions paraffl—

nlques et de la coloration 2 l'azan.

M;c*oscope electronique

Une solution froide tamponnée de tetraoxyde d'osmlum a2 % a ete inJectee
danc le thorax des moustiques tués au chloroforme., Aprés 15 m1nutes, l'intestln a été :
preleve par dissection et fixé pendant une heure encore avec le méme liquide fiyateur,
puls on 1la enrobe dans 1 Ara1d1te ou le Vestopal, 1es coupes minces etant opaciflees
au pennanganate de potassium ou a l‘hydroxyde de plomb et des cliches ont ete prls

4 e

'ave~ un Elmiecope I S;emens,

2. RESULTATS

‘ Il y a lieu de mentionner dés maintenant deux points s premidrement, il
semble que le repas de sang soit digere de 1la méme maniere, quelle que soit 1'espéce
d‘hote sur laquelle le moustique s'est nourri. Deuxiemement, 1‘age de 1a femelle ne
semble exercer aucune influence sur le processus de digestion du sang. Une expérience

a montré que chez Aedes aemyptl, 1l s'aglt du premier, du deuxiéme ou du troisiéme

repas de sang; ces repas étalent suivis de la formation de membranes d'un type analogue
dans le méme laps de temps.
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2.1 Observations macroscopiques

Aedes aegypti

On a pu faire des observations de deux ordres sur un certain nombre de
groupes d'épreuve nourris sur des cobayes. Ie premier ordre d'observations concordalt
avec la description de Stohler (1957) : de quatre & sept heures aprés le repas de
sang, on a observe une couche de matériel adhérent et visqueuXvehtré:1‘ép1thélium
intestinal et le .sang coagulé: aprés neuf heures on a pu‘détachervune'MP de plus en
plus consistante. Vers la fin du processus digestif (solt aprés 42-54 heures) la MP
a'ﬁerdu de nouveau sa consistance. Enfin le:résidu de la MP a été excrété & 1'état

liquide par voie anale ainsi que le reste du repas de sang.

" On a pd faireveﬁ diverses oceasions dés»eonsﬁatations du second 6rdre et,
dans chaque cas, le phénoméne observé s'est produit‘éimuitanément chez ‘tous lés mous—
tiques utilisés, Cing heures seulement apres le repas de sang, il a été possible de
détacher 1a MP sous la forme d‘'une pellicule mince, transparente, incolore et quelque
‘peu’ adherente. Apreés- neuf heures, cette pelllcule a revétu une teinte brun@tre et est
devenue moins adhérente tandis’ qu'aprés douze heures, devenue flexible, élle ﬁfééehtait
une re31stance rélative a la dechirure. Aprés 24 heurés, on.ne pouvait observer que
des résidus de la MP sur le coagulum sanguln, bien qﬁe_la digestion sé boursuiﬁit

'pendant envirOn 48 heures,

' A cet egard 11 importe de signaler Que les cobayes utilisés ont également
servi, le méme jour, a nourrlr 1es moustiques anophéles qul n'ont présenté aucune
anomalle dans la dlgestlon de 1eur repas sanguin, Il appararait dés lors que, chez

A. aegypti, la formation et la dégradation de la MP peuvent demander plus ou moins.de

temDSG RN '.‘

La MP d'Aedes aegypti peut &tre conservée intacte en soluté physiologique

pendant quglques Jours qqe1 que soit 1j§g¢ du moustique,

Anopheles gambiae

C est 12 heures, au plus t8t, apres le repas de sang que la MP a pu Etre
detaehee. Il semble que cette membrane alt epa1331 vers la f1n du processus digestlf

(soit aprés 46 3 70 heures) Elle a persiste plusieurs heures de plus que 1e sang.
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Cependant, elle a perdu quelque peu de sa consistance alors qu'elle était
encore dans 1'"estomac" et il semble qu'elle s'y soit décomposée:aussi;aprés.diges&

tion du sang. Toutefois, la MP d'Anopheles gambiae a toujours été plus mince que

celle d'Aedes aegypti. En outre, elle se dissolvait invariablement, dans les deux

ou trois heures, en soluté physiologique. ) .

Anopheles stephensi

La M n test apparue que 32 heures apres le repas de sang., Apres 48 heures,
iz segment poster¢eur paraissait tOUJours mince et ouvert 2 1’extrem1te caudale.
Ia M? a atte¢nt sa plus grande consistance vers la fin du processus digestif apres
56 & 60 heures, mais a eoe alors digérée aussi en méme temps que les derniers restes

de sang. De méme que la MP d'Anopheles gezablae, elle se dissolvailt, aprés un bref

laps de temps, dans une solutlon aqueuse .

- ’

.Anopheles maculipenais atroparvus

Bien que des <antités visiﬁlesjévl'oeil mu, d'un liquide‘jaunﬁtre,vﬁrans-
‘pafent,'légérement visquew: se soient éjoutées dans le rostre au sang égglutiné,A
'aaranﬁ les tduﬁec Drémié“es mimites qui suilvaient le repas de sahg, aucune MP ne s'est
fonree pendant to te la durée du processus digestif. Le microscope & contraste de '
phase a fait apparaltre parfo’s des bandes d'un matériel rappelant celui qui avalt été-
observé dans la MP des deux autres espces d’anophéles étudiées. Toutefols, on n'a
jamais observé de. memdranz entcurant liensemble ou une forte proportion du sang ingéré.
Cetie observaticn contraste avec celle de Yagujinskaia (1940) qui, toutefois, a opéré

sur A. maculilpennis mescane,

2.2 Observations microscopigues et sousanicroseop Lques

Moustiques affamés ) -

Par moustigues affamés nous entendons des moustiques femelles -qui n'ont:pas
ingéré de repas de sang pendant plus de trois joﬁrs° Dans la plupart des cas, ces
femelles avaient ingéré antérieurement au moins un repas de sang. leurs intestins
étaient vides autant quion ait pu en juger; & tout le moins, ils ne contenaient pas
de résidus d'un repes-de sang antérieur ou d'une MP. formée pendant -la digestion de

Ce. repas.



WHO/Mal/423
Page 5

Aedes aegypti

On a eonstaté que 1'épithélium intestinal consistait en des cellules -
typiques, en forme de colonnes, qui mesuraient 44-50 de hauteur et environ 10p
de largeur, Les noyaux se discernaient nettement et leur diameétre allait‘jusqﬁ'é
7-8 1 . Le cytoplasme apical contenait des granules qui ont pris une couleur légé-
rement orangéde. Sur 1'image du migroscope électronique la cellule épithéliale
d’appui"était caractérisée par la présence de grands complexes de reticulum endo-
plasmique granuleux (RE) plus ou moins régulidrement disposés, qui correspondaient
probablement aux granules orangdés qu'on avait vus sous microscope optique. Ces |
complexes présentaient fréquemment un arrangement eonééﬁtfidﬁé de“éérélés'&é“RE
et rappelaient 1l'aspect d'empreintes digitales. La membrane inférieure de la
cellule, dont les invaginations faisaient fortement saillie dans le cytoplasme,

formait, & proprement parler, un labyrinthe basal.

Anopheles éambiae, A, stgphensi, et A. maculipennis atroparvus

Les légeres différences observées dans 1'épithélium intestinal de ces
trois espéces d'Anopheles présentent, semble-t-il, peu d'importance dans le
travail qul nous occupe. Nous avons donc groupé ces tr01s espéces sous une seule

et méme rubrlque et nous les avons comparées avec Aedes aegyptl. Les cellules

épithéliales mesuraient 20-30 U de hauteur et environ Ty de largeur, Les noyaux

avaient & peu prés les mémes dimensions que chez Aedes aegypti. Les microvillosités

formaient une couche régulidre de 2 & 4 et recouvraient toutes les cellules
eplthellales Aux deux extremltes, apicale et proximale, le protoplasme semblalt
€tre dlspose en "flls" longitudinaux trés fins, Dans 1'intervalle de ces-“flls

et gu—dessqus, on obsepvalt de petites ' vacuoles ,»c‘estra-dire-des taches rondes:

incolores qui, . chez Anopheles maculipennis atroparvus, atteignaient approximativement
G ——

les mémes dimensions Que le noyau, présentaient des contours relativement accusés
et contenaient, comme 1l'a montré 1'examen sous microscope  électronique,. du glycogéne
en particules. Ia R E était d'une étendue notablement inférieure chez toutes les

variétés d'Anopheles, Il est rare qu'on ait pu mettre en évidence des



WHO/Mal/423
Page 6

"empreintes digltales et, méme lorsqu‘on en a observé, elles cons1sta1ent
simplement en quelques cercles granuleux disposés concentriquement. Chez 1es

Anopheles, contrairement & Aedes aegypti, de nombreux granules mesurant 220-430 @

de diamétre ont été observés dans la partie apicale des cellules. En raison de
leurs similitudes morphologiques avec les granules de secrétion du pancréas, on
les a considérés comme des granules de zymogéne, Nous supposons que les diastases
de la digestion,ou leurs précurseurs, sont emmagasinées dans ces corps. Chez les
Anopheles également, on a trouvé un labyrinthe basal et latéral auquel il fallait

apparemment attribuer la structure "filiforme" observée sous microscope optique.

Moustiques récemment alimentés

L'ingestion de sang a entrainé des changements marqués dans la paroi
intestinale qui s‘est considérablement distendue. La hauteur des cellules,'mesUrée

dans les portions médianes de 1'"estomac", s'est réduite & environ 4 i chez

Aedes aegyptl et & environ 2 y chez les diverses espeéces d'Anopheles. Il a été
difficile de déterminer la largeur des cellulés car leurs limites étaient devenues

4 peine visibles, mais il semble qu'elle ait avoisiné 20 u. Le noyau s'était adapté

& la modification de forme de la cellule et se présentait comme un corps ovale aplati.

Dans le cas d'Aedes aggypti on\n'a plus observé de granules orangés peu

apres Que le sang efit pénétré dans l'intéstin. Cette observation concorde avec les
résultats obtenus sous microscope électronique, Sept minutes seulement au maximuh
apres le repas de sang, les complexes hautement organisés deAla R E avaiént fait
place & de nombreuses vésicules. En outre une bordure de coﬁleur bleue est apparue
entre la paroi intestinale et le coagulum sanguin; cette couleur étanf'particu-
lid¢rement marquée vers les bords. Corrélativement % la destruction des empreintes
digitales, un matériel granuleux, qui correspond probablement 2 la "pordure bleue”
vue sous microscope>électronique,Vest apparu entre les microvillosités de la
bordure "en brosse". Nous estimons que cette bordure bleue est entlerement ou en

partle un produit de secrétion des cellules eplthellales.
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Chez les mousthues Anopheles, les vacuoles que nous tenons pour 1den-
thues aux granules de zymogéne ont dlsparu peu aprds le repas de sang. Sur l 1mage
au mlcroscope électronique, il n'a plus été possible d'observer de granules de
zymogéne dans la partie apicale du cytoplasme 90 minutes, au maximum, aprés aue le
sang ingéréAeut pénétré dans 1'intestin. = . ‘

Résultats obtenus avec les divers types de moustiques au moment ol la membrane
péritrophique a atteint son plein développement

Aedes aegypti (24 neures aprés le repas de sang)

Sur la coupe intestinale; les cellules épithéliales semblaient présenter
une forme cubique. Des vacuoles étaient visibles dans le protoplasme & la base du

noyau,

La "bordure bleue" pouvait déjd &tre observée & une certaine distance
de la bordure "en brosse". Elle paraissait nettement séparée des cellules épithéliales;
d'autre part, il y avait, semble-t-il, une phase liquide de transition entre la
"bordure bleue" et les érythrocytes avoisinants, & demi digérés. A ce stade .de la
digestion du sang, il est hors de doute que la "bordure bleue" représentait la
membrane péritrophique. Elle se présentait sous forme d'une structure longitudinale
dans certaines parties et n'avait pas plus de 10 4. d'épaisseur. Parfois;“elie
contena;t des corpshd'inclusion qu'il a été impossible de -définir d'une maniére plus

préecise,

Anopheles gambize (24 & 48 heures aprés le repas de sang)

Comme chez Aedes aegypti, la par01 1ntest1nale dtait wn peu m01ns tendue.

Les cellules eplthellales etalent entlerement couvertes d'une bordure vertlcale

"en brosse o Contralrement 4 ce que l'on a observé chez Aedes aegyptl, 11 n'y

avait pas de solution de continuité entre le centre du coagulum sanguin, contenant
des érythrocytes & peine digérés, et l'extérieur de la bordure "en brosse";:a proxi-
mité des érythrocytes au centre, on a observé des érythroéytés qui étaient é demi |
dégradés et dui:se sont résolus en uhe zone de membranes vides; cette zone contenait

également, dans une certaine mesure, du matériel provenant de la bordure bleue,
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I1 faut présumer que, dans ce cas aussi, la bordure bleue représentait la M P
: , R
Du matériel bleu granuleux, de forme et d'épaisseur trés irréguliéres, entourait

:le sang ingéré; sur certains points, il était directement relid & la bordure "en
brosse" tandis que, sur d}autres, il était nettement séparé de cette bordure;

- certaines portions de sa périphérie étaient plus épaisses que d'autres, ce qui
donnait l'impression d'une structure longitudinale, tandis que, ailleurs, le

matériel se présentait comme un conglomérat flou et détaché.

Anopheles stephensi

Les conclusions relatives & A, stephensi ont été analogues, & cette

exception prés, bien entendu, que - comme il a été indiqué - 1la membrane
péritrophique n'est apparue que plus tard et que l'aspect de cette membraﬁé était:
plus clairement identifiable sur les coupes préparées 48 heures aprés le repaé de
sang., Bien qu'il soit apparu également sous forme granuleuse, le matériel de la
"bordure bleue" s'est condensé autour du sang ingéré, de sorte que, sur la coupe,
il constituait une bande clairement délimitée. On a observé, sur certains points;
une sorte de structure longitudinale. La membrane s'est amincie vers son extrémité

caudale et s'est dissoute dans le contenu amorphe de 1'intestin.

Anopheles maculipennis atroparvus

La séerétion du matériel de couleur bleue - en particulier vers les bords
et aussi, dans une mesure un peu moindre, en direction caudale - a, semble-t-il,
diminué aprés avoir atteint son maximum quelques minutes seulement aprés le repas
de sang. Une demi-heure aprés, il ne semble pas que de nouveileéﬂgéérétions se
soient produites,., Aprés une heure seﬁlemeﬁt, la séerétion initiale‘ne recouyrait
plus éntidrement le contenu permanent de la ﬁqrtion médiane de 1'"estomac". D'autre
part, aprés deux heures, -une couche d'un rouge trés vif est apparue sous la
"bordure bleue" qui la recouvrait; il n'est ﬁas possible de donner présentement

d'autrés détails sur cette couche rouge. A tous autres égards, le processus

digestif semblait s'&tre déroulé comme chez A, gambiae et A, stephensi.
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~ Ces observatlons cadrent avec celles qui ont ete enreglstrees sur du

materlel frals. A, maculipennis atroparvus ne pvesente pas de M P (m“me apres

ingestion ‘d'un repas de sang).

Chez aucune des especes etudlees, quelle que fﬁt la variété observee, les
images du microscope électronique n ont revele 1 existence -d'une membrane constltuant
une couche clairement délimitée entre la bordure "en brosse" et le coagulum sanguin,
C'est seulement dans certains cas que nous avons observé un amas de maﬁériel
hautement concentré, semblable & celui qu'ont déerit Bertram & Bird‘(l96l) comme
étant une M P. En outre, les érythrocytes, dans le processus de degradation, ont
fréquemment avance jusqu'a la bordure "en brosse" ou sont méme parvenus & reposer
directement sur les microv1llos1tes. Ces deux observations semblent 1nd1quer qu’il

n'y a pas de M P contlnue, entourant le coagulum sanguin.

3. RESUME ET CONCLUSIONS PROVISOIRES

a) I1 existe des dlfferences fondamentales entre les cellules épithaliales

du moyen intestin d‘Aedes aegyptl, d'une part, et celles des varletes q* Anopheles

étudiées, 4 autre part Uhe dlfference essentielle est observee dans it elaboratlon

intracellulaire des diastases de la digestion. Chez. Aedes- aegyptl, on observe des

complexes de reticulum endoplasthue hautement developpes,'dlsposes concentrlquement.
Chez les Anopheles, ces complexes ne présentent guére d'importance mais, d'autre

part, on observe des granules de zymogéne,

b) i) De mBme que chez Aedes aegypti, on observe également & l'oeil nu,
aprés chaque repas de sang, une 'membrane péritrophique" dans le moyen

intestin d'Anopheles gambiae et d'A, stephensi.

ii) On ne trouve pas de M P chez Anopheles maculipennis atroparvus.

iii) La formation, la consolidation et la dégradation de la M P

peuvent, chez Aedes aegypti, présenter des variations d'ordre chronologigque.
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iv) 1Ia M P d'Aedes aegypti est insoluble dans 1l'eau tandis que celles

d'Anopheles gamblae et d'A, stephensl sont solubles, ce qui.sembleyindiquer

que les structures chimiques deAces'membfaﬂéé ébntwdifférentes.

¢) Sous microscope, la M P n'apparait pas habituellement comme clairement
délimitée et. 3 cet égard elle ne correspond pas nécessairement a ce que l’on
entend generalement par le terme "membrane”, Cette observatlon s appllque encore
davantage aux 1mages obtenues avec le microscope électronique, dans 1esquelles
i1l est squvent impossible de mettre.en évidence une M P. La question se pose
donc de savoir quelle est lé nature réelle de la M P chez les diverses espéces
dé culicinés. A ce propos, ii iﬁporte de.tenir compte de deui ordres de ‘
contingences : l 1ntervent10n possible 4! un artefact de manlpulatlon - par
>exemple la polymerlsatlon au cours de la dlssectlon - ou une imperfection

méthodologique, qui se relierait & la nature méme du processus électronique,
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