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m.a : agressivité moyenne

NaOH : Hydroxyde de sodium

n: frequence

NIH: National Institut of Health

Nb: Nombre

PBS: Phosphate Buffer Saline

PCR : Polymérase Chain Réaction

P : Parité

pH : Pourcentage d’hydrogéne

PNLP : Programme National de Lutte contre le Paludisme
P/h/mois : piqire par homme et par mois
R.S : Remote sensing

s.l: sensu lato (sens large)

s.s : sensu stricto (sens strict)

SP : Sulfadoxine-Pyriméthamine

TA : Taux d’Anthropophilie

TIE : Taux d’Inoculation Entomologique
pl : microlitre

Rg : microgramme

pm : micromeétre
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Le paludisme ou malaria (mauvais air) est une érythrocytopathie fébrile
et hémolysante, dG a un hématozoaire du genre Plasmodium dont
I’espeéce la plus dangereuse est P.falciparum. Le paludisme est une



maladie redoutable sévissant dans les zones intertropicales. Cette
maladie est un probléme majeur de santé publique.

La transmission se fait par lintermédiaire de la piqare infectante de la
femelle d'un moustique du genre Anophéles.

Le nombre de personnes exposées au paludisme a travers le monde est
estimé a 2,6 milliards, soit 55% de la population mondiale; avec un
nombre de cas cliniques estimé a 300-500 millions et 1-2 millions de
déces par an [3].

Environ 90% des décés dus au paludisme surviennent en Afrique. Ce
fléau serait responsable a lui seul de 14-20% de mortalité juveno-
infantile en Afrique de ’Ouest [6].

Au Mali, la mortalité spécifique liée au paludisme dans la population des
enfants de 5-14 ans est de 12% de la mortalité infanto-juvenile globale
[25].

En effet, les statistiques nationales estiment que le paludisme est la
premiére cause de mortalité (26,13%) et de morbidité (27,16%) dans la
population générale. Le paludisme se rencontre sur presque toute
I’étendue du pays [25].

Les principaux vecteurs sont les membres du complexe Anophéles
gambiae comprenant : Anophéles arabiensis, Anophéles gambiae s.s. et
Anopheéles funestus [29].

Trois espeéces plasmodiales sont présentes au Mali: P. falciparum,
Plasmodium malariae, et P. ovale. Cependant, un cas de paludisme da a
P. vivax fut décrit en 1988 dans le nord du pays [29]. L’espéce
parasitaire la plus fréquente et la plus dangereuse est P.falciparum. Elle
est responsable des formes graves et compliquées; et occupe 85-95% de
la formule parasitaire [20].

Les conséquences du paludisme représentent un handicap sérieux pour
le développement socio-économique du pays. Cet impact est mesurable
sur l’estimation du nombre d’invalides et de temps de production perdu.
Les enfants et les femmes enceintes sont les couches les plus touchées
de la population.

Depuis 1993, le Mali a l'instar des autres pays frappés par ce fléau s’est
doté d’'un Programme National de Lutte contre le Paludisme (P.N.L.P) qui
a recommandé la chloroquine pour le traitement de premiére intention
des accés palustres simples, la chimioprophylaxie comme moyen de
prophylaxie pour les femmes enceintes, l'association sulfadoxine-
pyrimethamine (FANSIDAR, Maloxine) en seconde intention et la quinine
injectable pour les cas de paludisme graves et compliqués. Ce
programme a également mis l'accent sur la lutte anti-vectorielle basée
sur l'utilisation des supports imprégnés (rideaux, moustiquaires etc..)
d’insecticides comme la perméthrine et la deltaméthrine.

Actuellement les combinaisons thérapeutiques d’antipaludiques a base
d’artemisinine sont introduites ainsi que le traitement préventif



intermittent a la sulfadoxine-pyrimethamine chez la femme enceinte (4 et
7 mois).

Toutes ces stratégies ont montré des limites face aux obstacles que sont :
la résistance des parasites aux médicaments courants (chloroquine) ; la
résistance des vecteurs aux insecticides utilisés ; la difficulté a maitriser
les mouvements des populations non immunes vers les zones
endémiques.

La diversité génétique du Plasmodium et la complexité de ses moyens de
défense pour échapper aux mécanismes de défense immunitaire de
I’'hnomme ; tout ceci rend difficile la mise au point d'un vaccin efficace a
100 %.

Face a cette situation alarmante de ’endémie palustre dans le monde, il
est urgent aujourd’hui de développer de nouvelles voies de recherche
pour lutter contre cette maladie. Les épidémiologistes ont, depuis
longtemps, pris I’habitude d’analyser la transmission du paludisme en
utilisant des indicateurs essentiellement entomologiques tels que le taux
d’inoculation ou le taux de propagation. Ces indices et leurs variations
saisonnieéres ne refléetent qu'une partie de la transmission qu’on pourrait
appeler transmission du moustique a I'homme. L’autre face
complémentaire, c’est a dire la transmission de ’homme au moustique
est le plus souvent négligée.

Récemment, lors d’études sur les tentatives de vaccination avec des
antigénes de stades parasitaires sexués, le role de 'immunité bloquant la
transmission et l'infectivité naturelle des gamétocytes apreés traitement
ont montré qu’il fallait aussi prendre en compte la transmission du
parasite de ’'homme vers le moustique [32].

Actuellement, il est difficile de prévoir les poussées gamétocytaires chez
un individu, mais des facteurs tels que ’age de ’hote, les médicaments
d’action lente (SP) , les doses subthérapeutiques ou la résistance du
parasite aux antipaludiques, ont été identifiés comme étant a 'origine de
telles poussées gamétocytaires [32]. Il existe peu d’éléments permettant
d’estimer indirectement le pouvoir gamétocytogéne d'une souche
plasmodiale et son pouvoir infectant pour les moustiques ; il faut alors
avoir recours a des mesures directes sur le terrain.

La présente étude a été effectuée dans le village de Bancoumana qui
constitue depuis prés de quatre ans un site potentiel en préparation pour



les essais des vaccins de blocage de la transmission. Il est important de
comprendre si le pouvoir infectieux des gamétocytes de P. falciparum est
influencé ou pas par le régime thérapeutique antimalarique ; ce qui
permettra d’une part, de mesurer limpact de cette intervention sur la
transmission homme-moustique de P. falciparum ; d’autre part et cela a
long terme de singulariser l’action dun futur vaccin de blocage de la
transmission en éliminant d’autres facteurs de confusion.

2.1. Objectif général



Comparer le potentiel infectieux des gamétocytes de Plasmodium
falciparum sans traitement et aprés traitement antimalarique pour An.
gambiae s.l a Bancoumana.

2.2. Objectifs Spécifiques

- Déterminer les parametres entomologiques de la transmission a
Bancoumana pendant la période d’étude.

- Déterminer le taux d’infection des gamétocytes sans traitement
antimalarique pour An. gambiae s.l

- Déterminer le taux d’infection des gamétocytes aprés traitement
antimalarique pour An. gambiae s.L

- Comparer les taux d’oocystes chez les moustiques gorgés sur les
porteurs du méme groupe d’age, en fonction du traitement recu.

3.1. Epidémiologie de la transmission du paludisme



3.1.1. Distribution des vecteurs

Pour des raisons encore inconnues, les paludismes humains sont
transmis par les Anophéles. A cet effet, I’épidémiologie du paludisme
humain suit la distribution spatiale des anophéles vecteurs.

En Afrique, dans les régions au sud du Sahara les vecteurs
prédominants sont An. gambiae s.l et An. funestus. Le complexe An.
gambiae s.l. comprend six espéces : An. gambiae s.s., An. arabiensis, An.
merus, An. melas, An. quadrianulatus et An. bwambé [29].

Ces especes sont morphologiquement identiques, mais présentent des
barriéres de reproduction et des préférences écologiques distinctes.

Au Mali, seules deux espéces du complexe An.gambiae sont présentes:
An. gambiae s.s et An. arabiensis.

L’espéce An. gambiae s.s. est composée de trois formes chromosomiques
(Bamako, Mopti, savane) [29].

Les espéces rencontrées a Bancoumana sont An. gambiae s.s., An.
arabiensis et An. funestus, mais l’espéce prédominante a 90 % est An.
gambiae s.s. [12].

3.1.2. La sporogonie chez le moustique

Le cycle parasitaire se divise en deux phases : la sporogonie chez le
moustique et la schizogonie exo et endo-erythrocytaire chez I’homme.
Au cours de son repas de sang sur ’homme le moustique (femelle)
absorbe les trophozoites, les schizontes, les rosaces et les gamétocytes.
Seuls les gamétocytes échappent a la digestion. Rapidement, par
expulsion dun corpuscule chromatinien, le gamétocyte femelle se
transforme en macro gameéte; chez le gamétocyte male, la
microgamétogenése ou ex- flagellation est plus lente: le noyau se divise
donnant naissance a huit microgametes males flagellés, d’environ 20um,
trés mobiles qui vont rapidement a la rencontre des macrogameétes
femelles [15].

Par fertilisation et par la faveur d'un chimiotactisme positif, les gameétes
males haploides fécondent les femelles non mobiles et également
haploides. I en résulte des zygotes diploides non mobiles qui se
transforment en ookinétes, mobiles et allongés au bout de 18 a 24
heures. Les ookinétes pénétrent I'épithélium stomacal pour se
transformer a l'intérieur en oocystes non mobiles. Les oocystes sont des
€éléments circulaires au contour régulier, qui se fixent sur la paroi de
l'estomac du moustique. A partir de ces oocystes s’individualisent les
sporozoites qui seront localisés dans les glandes salivaires. Ces
sporozoites, lors dun prochain repas de sang du moustique, sont
inoculés a ’homme [15].

3.1.3. La schizogonie chez ’homme



Aprés 30 mn dans le sang périphérique, les sporozoites atteignent les
hépatocytes pour s’y multiplier et former des masses multinucléees
repoussant les noyaux de celles-ci vers la périphérie: schizontes ou corps
bleus (40a100um) apparaissent, dans 1 hémozoine selon l’espéce
plasmodiale, des granulations de Schuffner (P. vivax, P. ovale); de
Maurer (P. falciparum) ou de Zieman (P. malaria).

Les corps bleus s’éclatent pour libérer des mérozoites qui peuvent
infecter aussi chacun un autre hépatocyte : c’est le cycle hépatique ou
exo-érythrocytaire.

Certains mérozoites, par endocytose infectent les hématies et deviennent
des trophozoites (2 a 3um) possédant chacun une grosse vacuole
nutritive qui repousse le noyau vers la périphérie. Ces trophozoites se
multiplient pour donner des schizontes ou corps en rosace qui vont se
charger de pigments malariques (hémozoine). L’hémozoine libérée, est
phagocytée soit dans le sang par les polynucléaires neutrophiles ou par
les monocytes, qui deviennent mélanoféres; soit par des histiocytes du
foie (cellule de kupffer), ou la rate ou la moelle hématopoiétique.

Chaque schizonte s’éclate pour libérer des trophozoites dont certains
réinfectent les hématies saines: c’est le cycle endo-erythrocytaire. La
répétition du cycle a des intervalles de 48 h ou de 72 h détermine le type
de fiévre: fievre tierce maligne pour P. falciparum, P. ovale et fievre quarte
bénigne pour P. malariae.

Apres un certain nombre de cycles, quelques trophozoites se
transforment en gameétocytes différenciés males et femelles. Ce cycle
asexué dure 10 a 40 jours selon la température extérieure et les espéces
en cause [15].



Cycle évolutif du plasmodium (Encyclopédie Médico-
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3.2. Biologie des gamétocytes et du développement sporogonique

3.2.1. Définition

Le terme gamétocyte désigne des pré-gameétes, observés dans le sang
circulant de '’homme. Les gameétes proprement dits sont observés chez le
moustique et résultent de l’activation des gamétocytes ingérés avec le
repas sanguin. Seuls les gameétes sont capables de se féconder et vont
initier le développement sporogonique chez le vecteur si celui-ci est
sensible a I'espéce parasitaire.

3.2.2. Origine des gamétocytes

Les gamétocytes de P. falciparum proviennent de stades sanguins
asexués [24]. On n’observe pas chez les plasmodiums humains la
production de gamétocytes directement a partir des mérozoites
hépatiques. Le nombre de gamétocytes est ordinairement trés inférieur a
celui des stades asexués, de l'ordre de 1 a 3 gamétocytes pour 100
trophozoites. Deux notions peuvent concourir a expliquer ce
phénomeéne. D'une part, la densité de stades asexués, le plus souvent de
10 a 100 fois supérieure a celle des gamétocytes, monopoliserait la
réponse immune de ’hdte et donc protégerait les gamétocytes. D’autre
part, une forte charge parasitaire pouvant étre néfaste a la survie du
vecteur ; on note qu'une faible gamétocytemie suffit pour assurer le
développement sporogonique et par conséquence une transmission
vecteur-homme [27].

3.2.3. Facteurs de risque de la gamétocytogenése de P. falciparum

La gamétocytogenése est a considérer comme un processus spontané qui
accompagne une infection palustre. Cependant, toute modification
environnementale occasionnant une situation de stress pour les formes
asexuées circulantes peut étre a lorigine dune forte poussée
gameétocytaire. Ceci fait dire que le gamétocyte est une forme d’évasion
du parasite d'un environnement hostile vers un autre moins hostile.

Ces facteurs de risque de la gamétocytogenése sont trés variés :

-les fortes charges parasitaires asexuées [28] ;

-'anémie est aussi une situation de stress et s’accompagne souvent de
poussées gamétocytaires [31];

-sous un traitement a doses subcuratives, le retard au traitement de
l'accés  palustre peuvent étre responsables dune  poussée
gameétocytaire [25];

-certains médicaments ont un roéle direct sur la gamétocytogéneése.

La chloroquine, comme les amino-4-quinoleines, est gamétophytique sur
les stades gamétocytaires jeunes (I a IIl), mais des observations récentes
ont montré que ce médicament est également gamétocytogénique [10] ;
l’association sulfadoxine+pyrimethamine est non seulement
gamétocytogénique, mais également sporonticide.



Les dérivés de l’'artémisinine sont fortement gamétocytogéniques [26]
d’ou la nécessité de connaitre leur effet sur la gamétocytogenése et la
transmission, afin de pouvoir les utiliser de facon optimale en santé
publique. Actuellement, on privilégie beaucoup les associations
meédicamenteuses [18] pour diminuer l'induction de la gamétocytogéneése.
Certaines souches de parasites sont  probablement  plus
gamétocytogeéniques que d’autres [19].

3.3. Rappels sur les vaccins de blocage de la transmission

La recherche de vaccins antipaludiques repose sur l'identification et la
production d’antigéne qui déclenche une réponse immunitaire protectrice
chez '’homme.

Les antigénes cibles apparaissent a des niveaux différents du cycle
parasitaire.

Pour les antigénes donnant une immunité de blocage de la transmission,
la réponse immunitaire sera une suppression de la phase sexuelle du
parasite et de la sporogonie.

La rationalisation des vaccins de blocage de la transmission réside dans
l'espérance que de tels vaccins: (i réduiront la transmission du
paludisme ; (ii) en combinaison avec ceux dirigés contre les sporozoites et
le stade asexuel sanguin au moins sous certaines conditions
épidémiologiques, préviendront la propagation de tous les parasites
mutants résistants aux autres vaccins [13].

3.4. Infestation expérimentale

3.4.1. Définition :

Les moustiques utilisés en infestation expérimentale ne sont pas infectés
car ils proviennent de larves élevées en laboratoire. La technique consiste
a gorger des femelles néonates avec du sang dun sujet porteur de
gameétocytes.

Il y a deux méthodes d’infestation provoquée chez le moustique : une dite
« directe» et autre « indirecte ».

3.4.2. Infestation directe ou « direct feeding »

Les moustiques contenus dans un pot (25-30 moustiques /pot) sont
directement gorgés sur les jambes (mollet) ou sur les cuisses du porteur
de gamétocytes pendant 10-15 mn.

3.4.3 Infestation sur membrane ou « membrane feeding »
Les moustiques sont gorgés sur du sang a travers la membrane
(parafilm) d’un dispositif appelé « feeder » pendant 10-15 mn.

3.4.4. Intéréts

Ces deux méthodes ont permis de comprendre et d’expliquer plusieurs
phénomeénes dans la problématique du paludisme, et constituent de
bons outils de travail.



3.4.5. Historique

En 1950, Muirheard-Thomson a publié les premiéres études qui ont
permis de déterminer dans des zones de paludisme la proportion de
personnes qui sont infectieuses pour les moustiques. Ainsi, il trouva
dans un village de ’Afrique de ’Ouest que 10-11% des individus étaient
infectieux pour les moustiques.

Les méthodes d’infestation directe et sur membrane ont été utilisées pour
I’évaluation de I'immunité de blocage de la transmission du paludisme en
cherchant les facteurs influents [11].

3.4.6. Infectivité des porteurs naturels de gamétocytes pour le
moustique

Quelque que soit le niveau de transmission d’une zone, tous les porteurs
naturels de gamétocytes ne sont pas infectants pour le moustique et cela
a cause d'un grand nombre de parameétres « humains », «parasite», ou
«moustique » concourant a la réussite du développement parasitaire chez
le moustique [13].

Ainsi seuls quelques-uns de ces facteurs peuvent étre exploités du point
de vue épidémiologique a savoir: la prévalence et la densité
gameétocytaire.

Ceci pourrait étre du a l’existence d'une probable corrélation entre la
charge gameétocytaire et linfectivité du porteur pour le moustique [4].
Actuellement, ils restent les seuls parameétres utilisés sur le terrain.

3.4.7. Infectivité des porteurs de gamétocytes aprés traitement
antimalarique

Dans une zone endémie palustre la population est soumise a un
traitement antimalarique continu afin de réduire la morbidité liée a cette
maladie. Il a été établi que l'utilisation des antipaludiques peut favoriser
la gamétocytogénése chez un porteur de parasites asexués. En effet, les
antipaludiques entrainent une souffrance chez les parasites qui en
réaction peuvent rapidement proliférer pour échapper au changement de
milieu da a la présence du produit.
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Fig 2: Localisation du village de Bancoumana sur la carte du Mali.



Plan du village

de Bancoumana
(

=]
=
- Légende
=
N o a ..I B Concession 3%: Station Meteo
m]
W E 1 =. + CICOM R? Postre de controle
8 m Ecole —— Foutes
i 015 03 & R —— Canal dirrigation
Kilomitres Osques ' Gites larvaives
Source: Unité GIGMRTCFIPOAS Marché
Source : GIS/RS MRTC/FMPOS

Fig 3: Plan du village de Bancoumana




4.1. Choix du village et caractéristiques épidémiologiques

Le village de Bancoumana est situé dans la zone soudano- guinéenne et
se caractérise par une transmission saisonniére du paludisme couvrant
une période de 4 a 5 mois allant de juillet a novembre. Les indices
plasmodiques et gamétocytiques sont de l'ordre de 70 -80% et 10 - 15%
respectivement pendant la période de transmission (paludisme
holoendémique). Les cas de paludisme graves et compliqués sont rares (<
3%) chez les enfants de moins de 5 ans a Bancoumana [1].

Les études entomologiques conduites dans la zone ont révélé que le
complexe An. gambiae est le vecteur majeur de la transmission (98,93 %)
tandis qu’Anophéles funestus représente que 1,07 % [2]. P.falciparum est
rencontré dans plus de 90% des cas; cette espéce plasmodiale se trouve
aussi en association avec P. ovale et P. malariae dans environ 10 % des
cas [1].

Les caractéristiques épidémiologiques ainsi décrites, la bonne
coopération de la population avec le DEAP-MRTC depuis 1993-1994 ; la
présence dans le village d'une association bien organisée et regroupée
autour d’'un comité de gestion du centre de santé communautaire sont
des éléments qui ont guidé le choix de ce village comme site potentiel
d’études sur différents aspects du paludisme.

4.2. Historique :

Le village de Bancoumana a été fondé par trois fréres Camara venus de
Niagama; ils se sont d’abord installés a Siby (actuel chef de lieu de sous
préfecture). Le deuxiéme site qu’ils ont occupé est Bally situé a 3 km de
Bancoumana. Le site de Bancoumana les a attiré a cause des
potentialités de chasse fructueuse qu’il offrait. Ces trois fréres portent les
prénoms de Soridian pour l'ainé, Faran pour le cadet et Kolowilé pour le
benjamin. Les trois secteurs de Bancoumana portent leurs prénoms : il
s’agit de Soridiana, Farana, et Kolowiléna.

4.3. Caractéristiques géo-climatiques

Le village de Bancoumana est situé a 60 km de Bamako au Sud-ouest.
Le village s’étend le long de la route reliant Bamako a Kankan en Guinée.
Bancoumana est limité au nord-est par le village de Kollé ; a 'ouest par
le village de Samako ; au sud par le village de Nanguilabougou ; a l'est
par le fleuve Niger. Le village est accessible en toute saison. Le climat est
de type soudanien, avec des températures trés variables au cours de
I'année dont les plus basses (18°C) sont observées au mois de janvier et
les plus fortes au mois de mai (38°C) ;la mousson, vent maritime et
I’harmattan, vent continental définissent le long de 'année : une saison
pluvieuse de mai a octobre et une saison séche divisée en séche -froide
de novembre a janvier et une saison séche chaude de février a mai.

La végétation est de type savane herbeuse avec quelques galéries
forestiéres le long du fleuve Niger et de son affluent.



On y rencontre des grands arbres tels que: du karité (Vitellaria
paradoxa) ; du Parkia biglobosa (Néré), et des arbustes recouvrant une
strate herbaceée.

La faune est constituée surtout par de petits mammiféres notamment
les liévres, hérissons et quelques phacochéres. Les reptiles sont
représentés par quelques espéces venimeuses et les scorpions. Du point
de vue hydrographie, outre le fleuve Niger situé a I'Est et a 5 Km du
village, un affluent appelé Koba coule de l’est vers le sud du village.

Il faut noter la présence dune grande plaine rizicole de plus de 900
hectares qui s’étale entre le village et le fleuve.

4.4. Démographie

La population de la commune de Bancoumana s’¢léve a 22.091
habitants environ (y compris les hameaux) dont 7746 vivant a
Bancoumana selon le recensement général de la population en 2001.
Cette population est composée majoritairement de Malinké cultivateurs
(85%), puis de Peulh éleveurs (10%) et quelques Bozo pécheurs,
Bambara, Sarakolé et Somono (5%). Les activités de ces populations se
résument essentiellement a lagriculture, 1’€levage, la péche et le
commerce. Les vieilles coutumes animistes ont été abandonnées au profit
de lislam qui est la religion dominante. Une petite communauté
chrétienne y est également présente.

4.5. Infrastructures

Le village de Bancoumana posséde une école fondamentale (1¢r et second
cycles) ; un centre de santé communautaire comprenant un dispensaire
et une maternité ; qui est dirigé par un médecin. Il existe aussi une école
franco-arabe primaire trés fréquentée. Le village est accessible en toutes
saisons grace a la route nationale reliant Bamako et Kankan en Guinée.
Cette route est entretenue régulierement aprés chaque saison des pluies
pour la rendre praticable de facon permanente.

4.6. Type d’étude

Les enquétes parasito-cliniques ont été faites de maniére longitudinale
tandis que les études entomologiques ont été transversales, avec des
passages mensuels répéteés.

4.7. Période d’étude

L’étude s’est déroulée de juillet & décembre 2004 avec six passages d’une
durée de 12 jours par passage pour les études entomologiques. Six
séances d’infestation expérimentale (direct et membrane-feeding) ont été
effectuées.



4.8. Echantillonnage

- Pour le direct-feeding : ont été retenus les sujets préalablement traités
et qui avaient encore des gamétocytes de P. falciparum au j7 de leur
suivi.

-Pour la membrane-feeding : tous les enfants de la tranche d’age avec
une goutte épaisse positive en gamétocytes de P. falciparum.

Les enfants sont conduits par les guides locaux au Centre de Santé ou ils
sont identifiés par numéro d’enregistrement, age, sexe, nom du pere et
de la mére. Apreés cette étape, le clinicien procéde a leur examen clinique
en prenant leur température corporelle, poids et la palpation de la rate.
Une goutte épaisse est confectionnée pour tout enfant ayant une fiévre
supérieure a 37°C.



Tableau I : Relevés pluviométriques de Bancoumana 2003 et 2004.

Mois 2003 mm Nb de jours 2004 mm Nb de jours
d’eau d’eau
Janvier 3,8 1 0 0
Février 0 0 0 0
Mars 0 0 4 1
Avril 10,8 4 36,3 5
Mai 91,4 7 37,4 4
Juin 136,2 11 181,9 10
Juillet 255,9 17 247,3 13
Aott 296,2 18 311,7 20
Septembre 258,2 19 90,8 13
Octobre 44 .4 4 17,2 2
Novembre 9,6 4 3,3 1
Décembre 0 0 0 0
Total 1106,5 85 929,9 67

Source : OHVN /Bancoumana

Nb= nombre




4.9, L’étude de la transmission
4.9.1. Méthodes de capture

Les moustiques ont été capturés selon deux méthodes : la capture de
nuit sur appat humain (CN) qui s’est déroulée de 18h a 6h du matin le
lendemain. La capture par pulvérisation d’insecticide a l'intérieur des
habitations (le spray- catch) s’est déroulée de 15h a 17h dans l’aprés
midi. Les principaux parameétres étudiés sont: la densité (d) d’An.
gambiae s.l., 'agressivité (ma), la parité (p), le taux d’anthropophilie et le
taux d’inoculation entomologique (TIE).

4.9.1. a - Capture de nuit sur appat humain

Les séances de capture de nuit ont été effectuées de 18h a 6h du matin.
Les moustiques capturés ont servi a la détermination des parameétres
suivants : agressivité et taux de parité. Quatre séances de captures ont
été effectuées par passage en l'espace de deux jours d’intervalle. Deux
postes de capture ont été retenus, avec deux captureurs par poste dont
un a l'intérieur et 'autre a l'extérieur pour assurer la collection a l’aide
d’'un aspirateur a bouche, des moustiques qui se poseraient sur leurs
membres inférieurs dénudés. Les pots de collection étaient changés par
tranche horaire de deux heures. Puis, ces pots étaient placés dans des
caissons recouverts de serpillieres mouillées pour maintenir les
moustiques dans des conditions de température et dhumidité
convenables avant la dissection au lendemain matin .

4.9.1. b- Capture par aspersion d’insecticide (spray catch)

Elle consistait a pulvériser les habitations par de l'insecticide (Premium®)
pendant 2 mn puis garder la chambre fermée pendant 5 mn. Cette
méthode a permis de déterminer la densité moyenne de moustiques par
case, le taux d’agressivité et le taux d’inoculation entomologique. Une
fiche de base était utilisée pour noter les renseignements suivants : le
numeéro d’identification de la case pulvérisée, le type de maison, le nom
du propriétaire, le nombre de dormeurs, l'état de réplétion des
moustiques (jeun, gorgé, semi gravides et gravide) et le nombre total de
moustiques capturés par case. Des draps blancs étaient étalés sur le
planchet de la chambre puis l'insecticide est pulvérisé dans toute la case.
On prenait soin de fermer les portes et fenétres. Le temps d’attente aprés
la pulvérisation était d’environ S5 minutes. Les moustiques morts ou
moribonds tombés sur les draps étaient collectés et mis dans des tubes
contenant du fixateur de Carnoy (1 volume d’¢thanol + 3 volumes d’acide
acétique).



4.9.2. Traitement des échantillons

4.9.2. a . Dissection des moustiques de Capture de nuit

Ces moustiques étaient morphologiquement identifiés et disséqués le
matin a 'aide d'une loupe binoculaire. Seules les femelles d’An. gambiae
s.l. étaient concernées par notre étude.

Apres avoir disséqué les moustiques a jeun, les ovaires et l'estomac
étaient étalés dans une goutte de mercurochrome 5 %, avant d’étre lus
au microscope pour dune part, déterminer la parité selon la technique
de Détinova (1963) basée sur I’état de déroulement ou d’enroulement des
trachéoles ovariennes. Ainsi, les moustiques pares ont des trachéoles
déroulées, alors que celles des nullipares restent enroulées.

La portion téte-thorax a été conservée dans le fixateur de Carnoy pour
étre traitée a I'ELISA au laboratoire en vue de déterminer la présence
d’antigénes anti-sporozoitiques chez les moustiques infectés.

La portion abdomen a été traitée en PCR pour l'identification des espéces
Anopheles gambiae s.s (A) et Anophéles arabiensis (B).

4.9.2. b. Dissection des moustiques du « spray catch»

La dissection a été faite sur le terrain le lendemain de la capture. Les
moustiques ont été triés morphologiquement par espéces (An. gambiae
s.l. et An. funestus). A chaque moustique était attribué une étiquette
portant le numéro d’identification par rapport a l'ensemble des
moustiques collectés dans la chambre. Seules les femelles d’An. gambiae
s.l. semi-gravides ont été découpées en trois parties : té€te-thorax et le
reste du repas de sang (ELISA) et les ovaires (cytogénétique). Les autres
stades (a jeun, gorgés et gravides) ont été découpés en abdomen (PCR) et
téte-thorax (ELISA). Ces différentes parties des moustiques ont été
conservées dans du fixateur de carnoy et acheminées au laboratoire pour
traitement. La méthode ELISA a été utilisée pour mesurer les parametres
entomologiques.

4.10. Organisation

L’équipe parasito-clinique était composée d'un ou de deux biologistes,
d’un médecin, d’'un pharmacien et d’un guide qui informe les familles des
enfants la veille du dépistage. L’équipe entomologique était composée
d'un biologiste, d'un thésard en médecine qui dirigeait les séances
d’infestation expérimentale sur le terrain et a l'insectarium.

4.11. Gouttes épaisses

4.11.1. Préléevement et mode opératoire
Matériels

Lames porte-objet ;

Vaccinostyles stériles ;

Coton ;



Alcool a 90% ;

Boite de collection des lames ; poubelle

Principe :

Nettoyer le bout du doigt (index ou majeur) de l'enfant avec un tampon
d’alcool ;

Piquer a l'aide du vaccinostyle, essuyer la premiére goutte avec du coton
sec ;

Déposer la seconde goutte sur une lame comportant le numeéro
d’identification du sujet ainsi que la date du prélévement ;

Laisser sécher les lames a la température ambiante a ’abri des mouches
avant de les colorer et les faire sécher ; puis les ranger dans une boite de
collection.

4.11.2. Coloration et lecture des lames

Matériels et réactifs

Eau distillée a pH= 7,2

Bac de coloration ;

Ratelier ;

Eprouvette graduée ; Giemsa

Procédure

Placer les lames « dos contre ventre » dans le bac de coloration ;

Ajouter le Giemsa dilué a I'eau tamponnée a 5% ;

Attendre 45 mn ; rincer les lames a ’eau distillée et les faire sécher sur le
ratelier ;

Lire toute la lame au microscope a l’'objectif 100 en d’immersion pour la
détection des gameétocytes.

Les porteurs étaient classés en fonction des charges gamétocytiques (1+,
2+, 34) sur le terrain et la quantification par mm3 de sang faite au
laboratoire.

4.12. Convocation des porteurs

Apres lecture des lames, les guides allaient chercher les porteurs
retenus, généralement ceux avec les plus fortes charges de gamétocytes a
j7. Lors d'une séance d’infestation directe, on faisait gorger par sujet
deux pots de 25 a 30 moustiques a jeun sur place au dispensaire et pour
la membrane-feeding les porteurs sélectionnés sont transportés a

I'insectarium le lendemain ou leur sang sera utilisé au laboratoire a
Bamako.

4.13. Elevage des moustiques

Les moustiques étaient élevés a linsectarium du MRTC a la Faculté de
Médecine, de Pharmacie et d’Odonto-Stomatologie. Ils étaient maintenus
a une température de 27°C avec une humidité comprise entre 77 et 80
%. L’insectarium était illuminé 12 heures sur 24 pour simuler
l’alternance jour et nuit.



Pour les pontes, les moustiques étaient gorgés sur des cobayes du
laboratoire. Des pontes collectives y étaient effectuées, des pondoirs
étant placés dans des cages. Le cycle gonotrophique était en général de
deux jours. Apres la ponte, les ceufs étaient transférés dans un plateau
en plastique dans de l'eau désionisée avec un papier flotteur pour
maintenir les ceufs en surface. Au bout d'un a deux jours, les ceufs
éclosaient. L’eau du plateau était renouvelée chaque matin. Aprés quatre
stades de transformation, les larves donnaient des nymphes qui
émergeaient environ une nuit pour donner les imagos. De 1’éclosion a
I’émergence, il y avait en moyenne huit a dix jours.

Les larves étaient nourries de poudre d’aliments a base de lait, calcium,
et des sels minéraux (friskies® : aliment de chats). La quantité de cette
poudre d’aliments augmentait avec le stade d’évolution des larves. Les
imagos étaient nourris de jus sucré a 5 % a travers du coton imbibé
déposé sur la cage les contenant. Le jus était renouvelé tous les deux
jours.

4.14. Infestation expérimentale

Les générations F; néonates agées de 1 a 5 jours nourries uniquement
au jus sucré (eau sucrée a 5%) étaient utilisées pour cette infestation
expérimentale a raison de 25 a 30 femelles par pot pour le « direct-
feeding » . Ces pots étaient fermés par des morceaux de tulle maintenu a
l'aide de bracelets en plastique. Des inscriptions étaient portées sur les
pots indiquant la date de linfestation, le numéro d’identification du
porteur et la localité. Pour le « membrane-feeding » ou infestation sur
membrane une cage de 30 a 100 néonates a été utilisée par porteur de
gameétocytes.

4.15. Infestation directe ou « direct-feeding »

4.15.1. Principe

I1 s’agissait de faire gorger les moustiques sur les jambes des porteurs
de gameétocytes ayant recu un traitement antimalarique 7 jours
auparavant. Tous les sujets étaient observés pendant 60 mn pour
s’assurer qu’ils ne faisaient pas de réaction indésirable et aussi pour
vérifier qu’ils ne vomissaient pas le médicament. Pour tous les
médicaments testés durant trois jours, le premier jour du traitement
étant Jo la sulfadoxine-pyrimethamine était donnée a la dose del
comprimé/20kg associée soit a 'artesunate S0mg a la dose de 4mg/kg ,
soit a I'amodiaquine 200mg a la dose de 10mg/kg de poids . Un examen
clinique était effectué les jours 1, 2, 3, 7 aprés traitement, avec une
goutte épaisse a js3 quelque soit le traitement .Les porteurs de
gamétocytes identifiés a j7 étaient retenus pour la dite infestation, afin
de juger linfectivité des gameétocytes aprés traitement.

Deux pots étaient appliqués au porteur pendant 10 -15 mn. Apres la
séance d’infestation I'expérimentateur prenait soin d’appliquer une créme
d’anti-histaminique (Eurax®) au point application sur les jambes, les



moustiques étaient mis au repos, avec du coton imbibé de jus sucré a 5
% sur chaque pot.

Le lendemain, les moustiques étaient transportés a linsectarium,
jusqu’au huitiéme jour ou ils seront disséqués pour la recherche des
oocystes. Les moustiques n’ayant pas pris de sang étaient retirés des
pots a 'aide d’'un aspirateur de transfert.

4.15.2. Critéres d’inclusion :

- Etre agé de 6 a 14 ans

- Avoir une fiévre supérieure ou égale a 37°C ou notion de fiévre
antérieure

- Avoir une parasitemie comprise entre 200 et 200000 parasites par
mm?3 de sang

- Avoir un taux d’hb > 7 g/dl

_ Présence de gamétocytes a j7 aprés traitement

Etre résident permanent du village de Bancoumana

Etre bien portant et volontaire ; signataire de la fiche de consentement
individuel

4.15.3. Critéres de non inclusion

- Age <6 ans et > 14 ans

- Absence de fiévre

- Parasitemie < 200 parasites/champ ou > 200000 / champ
- Taux d’hb < 7 g/dl

- Absence de gamétocyte a j7 aprés traitement

- Volontaire physiquement défaillant et non consentant.

4.16. Infestation indirecte ou « membrane-feeding »

Matériels

Une « feeder» machine contenant de l'eau et munie dun
thermorégulateur ajusté a 37°C pour maintenir le sang dans les
conditions équivalentes a celles corporelles

Un feeder de grand calibre

Deux supports

Deux raccords reliant le feeder a la machine

Des morceaux de para film pouvant couvrir la grande ouverture du
feeder sont découpés. Cette grande ouverture du feeder était fermée par
un morceau de para film a l'aide d'un bracelet en plastique . Les
moustiques prenaient leur repas de sang a travers cette membrane d’ou
le nom d’infection sur membrane ou membrane-feeding en Anglais.
Centrifugeuse.



4.16.1. Principe

Apres confection et lecture d'une goutte épaisse, les porteurs naturels de
gamétocytes étaient sélectionnés et transportés au laboratoire du MRTC
pour étre prélevés ; leur sang utilisé en membrane-feeding.

4.16.2. Critéres d’inclusion - Etre résident permanent de Bancoumana
Etre bien portant et volontaire, signataire de la formede consentement
individuelle

- Age 2 6 ans et inférieur ou égal a 14 ans

- Avoir une goutte épaisse positive en gameétocytes de P. falciparum Jo

4.16.3. Critéres de non inclusion

Goutte épaisse négative en gamétocytes de P. falciparum Jo.
Volontaires physiquement défaillants.

Age < bans et > 14 ans.

Individu non consentant.

4.16.4. Mode opératoire

7 ml de sang veineux étaient recueillis sur C.P.D a 5% sur chaque
porteur.

Ce sang était ensuite mis dans les feeders, connectés les uns aux autres,
par leur petite ouverture. Les feeders étaient connectés par les deux
raccords au feeder machine dont le thermorégulateur étaient déja ajuste
a 37° C. Le feeder-machine contenait de l’eau qui circule a travers les
feeders maintenait ainsi la température constante jusqu'a la fin des
opérations. Les moustiques contenus dans les pots étaient appliqués a
chaque feeder pendant 10-15 mn ; et le huitiéme jour les moustiques
gorgés étaient disséqués pour la présence éventuelle d’oocystes.

4.17. Détermination des charges oocystiques
Au huitieme jour de l'infection les moustiques étaient disséqués et les
oocystes comptés au niveau de la paroi stomacale de facon individuelle.

4.17.1. Matériels

- Loupe binoculaire

- Microscope

- Pince

- Aiguille montée

- Mercurochrome a 0,5%

- Lame porte-objet

- Lamelles

- Boites de Pétri

- Papier genre utility wipes



4.17.2. Mode opératoire

Agiter le pot contenant les moustiques pour les assommer sans les
écraser puis les mettre dans une boite de Pétri qui contenait du papier
absorbant mouille. Ce qui permettait aux moustiques de ne pas
s’échapper. Une goutte de mercurochrome était déposée sur la lame
porte-objet. Le moustique était déposé dans la goutte sur le dos.

A laide de la loupe appuyer avec laiguille au niveau du deuxiéme
segment partant du thorax et maintenir la pression. Par la pince tirer sur
les deux derniers segments d’'un mouvement continu et doux. L’estomac
était ainsi extrait avec les ovaires et/ou les ceufs et les tubes de Malpighi.
Enlever les autres éléments et bien étaler l'estomac pour la lecture au
microscope entre lame et lamelle. Sur une fiche, était indiqué la présence
ou l'absence d’oocytes. Dénombrer les oocytes par estomac et porter sur
la fiche.

4.18. Saisie et analyse des données

Les données ont été enregistrées sur des fiches de base ; saisies sur
SPSS 11.0 et le texte sur Microsoft® Word 2003. Les analyses ont été
effectuées sur SPSS 11.0, EPI6 et Epistat au laboratoire MRTC.

Les tests statistiques utilisés sont :

le Chi carré corrigé de Yates pour la comparaison des pourcentages
d’infection lorsqu’il n'y a que deux pourcentages d’infection.

le Chi carré de Pearson était appliqué pour la comparaison des
parametres entomologiques de la période d’étude.



PARAMETRES ENTOMOLOGIQUES

Tableau II : Densité moyenne d’An. gambiae s.l par case a partir des
captures de jour au pyréethre de juillet a Décembre 2004 a Bancoumana.

Mois Nb de Nb de cases Densité I.C (95 %)
moustiques prospectées moyenne
capturés

Juillet 317 180 1,75 1,25-2,27
Aotut 1161 180 0,45 4,54-8,36
Septembre 387 180 2,15 1,35-2,95
Octobre 98 180 0,54 0,38-0,71
Novembre 39 180 0,22 0,13-0,30
Décembre 14 180 0,08 0,03-0,12
Total 2016 1080 1,87 7,68-14,71

IC = intervalle de confiance ; Nb = Nombre
La densité moyenne d’An. gambiae s.l de juillet a décembre par case était
de 1,87 ; avec un pic au mois d’aout (6,45). Il y avait une variation
mensuelle significative entre les densités pendant la période d’étude
(X2=29,4 ; dd1=5 ; p=0,001).




Tableau III: Taux d’agressivité (nombre moyen de piqures par homme et
par mois) d’An. gambiae s.l a Bancoumana de juillet a décembre 2004 a
partir des captures de jour au pyrethre.

Mois Nb de Nb de m.a IC (95 %)
dormeurs moustiques (p/h/mois)

Juillet 665 173 7,80 2-17,60
Aotut 690 601 26,13 16,33 — 3596
Septembre 722 256 10,63 0,83 - 20,43
Octobre 690 243 10,56 0,76 — 20,36
Novembre 717 29 1,21 -8,59 -11,01
Décembre 692 10 0,43 -9,37- 10,23
Total 4176 1312 9,42 0,38 - 19,22

m.a = agressivité moyenne ; p/ h/mois = piqires par homme et par mois.

Le tableau III montre que l’'agressivité moyenne d’An. gambiae s.l était de
9,42 p/h/mois de juillet & décembre 2004. Le maximum de piqares a été
observé en aout (m.a = 26,13 p/h/mois) et le minimum en décembre
(m.a = 0,43 p/h/mois). Ces taux subissaient une variation mensuelle
significative (X?= 12,17 ; ddl =5 ; p < 0,001).




Tableau IV: Taux de parité d’An. gambiae s.l & Bancoumana a partir des
captures de nuit de juillet a décembre 2004.

Mois Nb de Nb de Taux de parité
moustiques moustiques %
Disséqués pares

Juillet 131 123 93,90
Aout 952 820 86,13
Septembre 563 537 95,38
Octobre 54 51 94 .44
Novembre 19 18 94,73
Décembre 22 21 95,45
Total 1741 1570 90,17

Nb = nombre

Le taux moyen mensuel de parité était de 90,17 (n=1741), avec un pic en
décembre (95,45%) et un taux bas en aout (86,13%). Il y avait une
variation mensuelle significative entre les taux de parités pendant la
période d’étude (X?=39,08 ; dd1=5 ; p=0,001)




Tableau V : Taux d’infection a 'antigéne sporozoitique pour An. gambiae
s.la Bancoumana de juillet a décembre 2004.

Mois Nb traités Nb positifs IAS (%)
Juillet 311 10 3,2
Aotut 2131 9 0,4
Septembre 958 26 2,7
Octobre 153 22 14,3
Novembre 55 0 0
Décembre 182 2 1
Total 3790 69 1,8

IAS = Indice d’antigéne sporozoitique

Le taux moyen d1.A.S était de 1,80 %, avec un pic en mois d’octobre
(14,30 %). I1 y avait une variation mensuelle significative entre les taux
d’antigéne sporozoitique au cours de notre période étude (X*=167,52 ;
ddIl=5 ; p<0,00001).



Tableau VI : Taux d’anthropophilie d’An. gambiae s.l a Bancoumana de
juillet a décembre 2004.

Mois Nb traites Nb positifs T.A (%)
Juillet 103 99 96
Aotut 491 470 95
Septembre 188 176 93
Octobre 27 27 100
Novembre 21 21 100
Décembre 66 66 100
Total 896 859 97,33

Nb = nombre ; T.A = Taux d’anthropophilie

Le taux mensuel moyen d’anthropophilie était de 97,33 %, avec un pic
observé au mois d’octobre, novembre, et décembre. Une variation
mensuelle significative existait entre les taux d’anthropophilie pendant la
période d’étude (X?=5,74 ; ddl=5 ; p=0,001).




Tableau VII : Taux d’inoculation entomologique mensuel d’An. gambiae
s.l a Bancoumana de juillet a décembre 2004, a partir des captures de
jour au pyréthre.

Mois m.a I.A.S T.I.LE
Juillet 7,80 0,032 0,24
Aotut 26,13 0,04 1,04
Septembre 10,63 0,027 0,28
Octobre 10,56 0,143 1,51

Novembre 1,21 0 0

Décembre 0,43 0,01 0,0043

Moyenne 9,42 0,018 0,16

T.LE = Taux d’inoculation entomologique

Les résultats de ce tableau indiquent que le taux d’inoculation
entomologique moyen était de 0,16 piqure infectante par mois et par
homme en capture de jour. Le taux le plus élevé a été observé en octobre
(T.I.LE = 1,51) et le plus faible en novembre et décembre en fin de
transmission avec un TIE nul.



mmm Aggressivité
=l AS%
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Fig 4 : Variations mensuelles des indicateurs entomologiques de la
transmission du paludisme de juillet a décembre 2004.




Infestation expérimentale

Tableau VIII : Repartition des groupes d’age en fonction de la méthode
d’infestation expérimentale chez les enfants de 6 a 14 ans de

Bancoumana de Juillet a Décembre 2004.

Groupe Direct-Feeding Membrane-Feeding
Age Nb porteurs % Nb porteurs %
6-9 ans 7 58 6 35
10-14 ans 5 42 11 65

Total 12 100 17 100

Nb=nombre

Il n’y avait pas de différence significative dans la répartition des groupes
d’age ni avec le direct-feeding (X?=0,64 ; ddl =1 p=0,41), ni avec le
membrane-feeding (X?=2,94 ;ddl =1 p=0,08) pendant toute la durée de

I’étude.




Tableau IX : Infectivité des porteurs de gamétocytes pour les moustiques
en fonction du groupe d’age et de la méthode d’infestation expérimentale
a Bancoumana

Groupe Direct-feeding Membrane- Feeding

Age

Nb Nb % Nb Nb %

porteurs | infectants porteurs | infectants

6-9 7 2 29 6 1 17
ans

10 - 14 5 2 40 11 0 0
ans

Total 12 4 33 17 1 6

Nb=nombre
I1 n’existe de différence statistiquement significative quant a l'infectivité

des porteurs de gamétocytes pour les moustiques ni
groupe d’age , ni

ddl=1 ; p=0,07).

en fonction du

de la méthode infestation expérimentale (X?=2,04 ;




Tableau X : Taux d’infectivité des porteurs de gamétocytes pour les
moustiques en fonction du traitement recu de Juillet & Décembre 2004.

Sujets Porteurs de Porteurs % de porteurs
Traitement gamétocytes infectants infectieux
traités pour les
moustiques
S.P 7 3 42,85
S.P+AQ 4 0 0
S.P + AR 1 1 100
Total 12 4 33,33

S.P=sulfadoxine-pyrimethamine ; AQ=amodiaquine ; AR=artesunate

La faible taille de nos échantillons ne nous a pas permis d’observer une

différence statistique

significative par

rapport a

l'infectivité des

moustiques entre les trois bras de traitement (X?=4,29 ; dd1=2 ; P=0,11).




Tableau XI : Prévalence des moustiques infectés en fonction du groupe
d’age et de la méthode d’infestation expérimentale a Bancoumana de

juillet a Décembre 2004.

Groupe Direct-feeding Membrane-feeding
Age T T % T T %
disséqués | infectés disséqués | infectés
6-9 356 6 1,68 588 1 0,17
ans
10 - 14 260 5 1,92 1052 0 0
ans
Total 616 11 1,78 1640 1 0,06

T=total
Ce tableau met en évidence une différence statistiquement significative

quant a la prévalence des moustiques infectés en fonction du groupe
d’age et de la méthode d’infestation (X?=22,02 ; ddl=1; P=10).



Tableau XII : Répartition de la charge oocystique par groupe d’age et par
méthode d’infestation expérimentale

Groupe Direct-feeding Membrane-feeding
age Charge Charge
0-2 3-5 >5 0-2 3-5 >5
6-9 ans 1 1 0 S 0 1
10-14 9 1 0 11 0 0
ans
Total 10 2 (0) 16 0] 1

La charge oocystique moyenne par groupe d’age et par méthode
d’'infestation était de 0,60 chez les moustiques disséqués ; avec un pic (9)
chez les porteurs de la tranche d’age 6-9 ans en Membrane-feeding. Il y a
une absence de différence statistique significative entre les charges
oocystiques ; les groupes d’age; et les méthodes d’infestation
expérimentales (Direct : X?=2,229 ; dd1=3 ; p=0,52 / Membrane : X?=2,1 ;
ddl=2 ; p=0,35)




A Bancoumana, la population anophelienne vectrice du paludisme était
essentiellement composée d’An. gambiae s.l a 98,93 %, laissant une trés
faible proportion pour Anophéles funestus avec 1,07 % (Mme Amadou
Hadiza K. Soumaila ,2004). Les variations mensuelles des parameétres
entomologique notamment la densité et l'agressivité ont une influence
certaine sur la transmission du parasite, et sur les interactions de celui-
ci avec les vecteurs (An. gambiae sl). Ainsi, au cours de la période
(juillet- décembre 2004) de notre étude, les caractéristiques
entomologiques de la transmission dans le village de Bancoumana n’ont
pas fait exception a celles des années antérieures.

Ces deux parameétres sont relativement faibles en début et en fin de
saison pluvieuse, mais restent trés élevés en pleine saison pluvieuse.
Cela s’explique par le fait que la pluiviometrie conditionne la mise en eau
et la productivité des gites larvaires. Nos observations sont conformes
avec celles de Toure (1979) a Banambani, et de Fané (2002) a
Bancoumana.

Les taux d’anthropophilie et de parité sont restés trés élevés pendant
toute la période d’étude ce qui est conforme aux résultats antérieurs

Le taux moyen d’infection (1,80 %) variait de 0,40% en aout a 14,30% en
octobre, ces variations de taux d’infection seraient tributaires des
facteurs climatiques affectant la répartition et 'abondance des Anophéles
vecteurs, la possibilité et le succés du développement sporogonique du
parasite chez le vecteur, le tout modulé par la fréquence du contact
homme vecteur.

Le taux moyen d’inoculation entomologique mensuel observé a été de
0,16 piqure infectant/mois/homme en capture de jour. Ce taux
d’inoculation étant directement proportionnel a l’agressivité anophelienne
et au taux d’infection du vecteur, explique les variations de l'intensité de
la transmission du paludisme dans cette localité. Toutes les observations
faites sur les parameétres entomologiques au cours de la présente étude,
corroborent avec celles faites par différents auteurs soit sur le méme site,
soit sur des sites différents partageant les mémes caractéristiques
écologiques (Touré et al, 1979 a Banambani, Bagayoko en 2000 a
Bancoumana). Le point de concorde le plus imminent dans toutes ces
études est lefficience du systéme vectoriel en fin de saison de
transmission.

Dans cette étude nous avons comparé dune part le potentiel infectieux
des porteurs naturels de gamétocytes (porteurs sans traitement) a celui
des porteurs malades ayant recu un traitement. Cela a été possible a
cause de la comparabilité prouvée des deux méthodes d’évaluation (direct
et membrane- feeding) par des études antérieures sur le méme site
(Toure 1995 ; Coulibaly 1999).



Le choix de la tranche d’age 6 a 14 ans est basé sur les résultats des
études antérieures menées a Bancoumana en 1994 et 1995 attestant que
les porteurs de gamétocytes de cette tranche infectaient mieux les
moustiques que ceux d’age supérieur a 18 ans (Touré et al, 1996).

Dans cette étude, nous n’avons pas déterminé linfectivité des
gamétocytes par rapport au statut du groupe sanguin ou du rhésus, ni
des autres facteurs du sérum des individus comme cela a été rapporté
par les auteurs suscités. Malgré cela, aprés avoir attribué ce potentiel
infectieux a la seule composante « individu », considération doit étre faite
a leffet moustique car il n'y a pas de différence significative entre les
moustiques utilisés dans les deux méthodes. La capacité de transmission
des membres du complexes Anophéeles gambiae sont comparables ; ceci
pour qu’il n'y ait pas de différence de susceptibilité aux deux formes de
gamétocytes (sans et aprés traitement antipaludique) chez An. gambiae
s.L

Pendant notre étude les conditions d’expérimentation étaient contrdlées
afin de maintenir les colonies issues des femelles sauvages capturées a
Bancoumana dans des conditions environnementales proches de celles
de la nature : la température maintenue a 27° C ; I’humidité relative a
77-80 % et la photopériode a 12h de lumiére sur 24.

Dans l’étude du potentiel infectieux des groupes d’age pour les
moustiques, les groupes d’age ayant subi la méthode de Direct-feeding
avec un régime de traitement antipalustre a base de sulfadoxine-
pyrimethamine, se sont révélés plus infectieux pour les moustiques (33,3
%) que ceux ayant subi la membrane-feeding avec 6% de taux d’infection.
Ainsi, une différence statistiquement significative (p=0,015) entre les
deux méthodes a été observée quant au potentiel infectieux des différents
types de porteurs de gamétocytes (aprés traitement et sans traitement).

Ces résultats sont superposables sur le plan de la comparabilité des
deux méthodes d’infestation a ceux obtenus par Coulibaly (1999) avec
86,4 % ; 77 % par Mulder au Cameroun en 1994 par la méthode directe.
Sur membrane et sans traitement le taux d’infection a été de 6%
inférieur a ceux obtenus par les auteurs suscités pratiquement dans les
mémes conditions. Il faut cependant noter que cette différence entre nos
résultats et ceux obtenus par les auteurs suscités pourrait étre due
d’une part a la différence de taille de ’échantillonnage et d’autre part a la
prise en compte seulement des moustiques infectés.



L’é¢tude de la phase sporogonique de P. falciparum chez A. gambiae s.l.
révele que 0,06 % des moustiques gorgés sur les porteurs «sans
traitement » de gamétocytes ont développé des oocystes ; alors que 1,78
% des moustiques gorgés sur les porteurs ayant recu un traitement
antipalustre ont développé des oocystes.

Les porteurs de gamétocytes de la tranche d’age 6-9 ans ont été plus
infectants pour les moustiques en Direct-feeding (1,78 %) qu’en
Membrane-feeding (0,17 %).

Quant a la tranche d’age 10-14 ans, 1,92 % des moustiques étaient
infectés en Direct-feeding ; alors qu’aucun moustique n’a été infecté en
membrane-feeding.

Cette différence bien que statistiquement signifiante (p=0,000001 ;
n=2256) entre les deux groupes de porteurs, ne nous permet pas de
généraliser ces résultats a cause du faible échantillon de notre étude.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Coulibaly M ; 38,8 %
comme taux d’infection en oocyste en Direct-feeding contre 19,8 % en
membrane-feeding. Une différence de charge oocystique a été observée
chez les moustiques gorgés sur les deux groupes d’age de porteurs de
gameétocytes ; la charge la plus élevée (9) en oocyste a été observée chez
les moustiques ayant pris leur repas de sang sur les porteurs de 6-9 ans
et une charge minimale de loocyste chez les moustiques gorgés sur les
porteurs de la tranche d’age 10-14 ans.

Mais le petit nombre des échantillons utilisés au cours de notre étude
expliquerait cette différence de proportion entre ces deux études. Ces
résultats ne permettent pas de tirer une conclusion définitive quant a
I'impact du régime de traitement sur le développement de P. falciparum
au cours de la sporogonie ; ni le niveau exact de blocage de la phase pré-
oocystique de la sporogonie dans nos conditions malgré les avantages du
direct-feeding sur la membrane-feeding en terme de potentiel infectieux
des porteurs de gamétocytes. Certes, la seule différence en terme
d’infectivité des moustiques entre ces formes de gameétocytes (chez
porteur sans traitement et porteurs aprés traitement) outre l'existence
des facteurs naturels de blocage de la transmission (Coulibaly M)
résiderait de la présence de métabolites de ces médicaments
antipaludiques dans le sérum de ces porteurs de gamétocytes.

Or il a été établi que le régime de traitement a base de sulfadoxine-
pyrimethamine peut influencer la sporogonie de deux facons [32] :
-indirecte sur la transmission par le biais d'une forte réduction ou une
augmentation de la densité gamétocytaire ;

-directe sur l'infectivité des gamétocytes par leur réle sporonticide .



Cependant, les moustiques ayant pris leur repas de sang sur des
porteurs de gamétocytes traités a l’association S.P+A.Q n’ont pas été
infectants (0 % en oocyste), alors que ceux gorgés sur des porteurs
traités a la SP et SP+AR ont donné respectivement 42,85% et 100 %
d’infection malgré une absence de différence statistiquement significative
entre les bras de traitement (X?=4,29 ; ddl=2 ; P=0,11).

D’autre part, les moustiques les plus chargés ont été ceux gorgés sur les
porteurs traités a la SP soit 75 % des charges totales ; suivi de celles des
porteurs traités a l’association SP+AR, soit 25 % des charges obtenues.
Ce qui laisse voir une différence statistiquement significative entre les
différents régimes de traitement (X?=23,35 ; ddl=12 ; p=0,025) en terme
de charge oocystique chez les moustiques infectés.



Dans cette étude basée sur l'infestation expérimentale des moustiques
par les porteurs de gamétocytes sans traitement et des porteurs de
gamétocytes apreés traitement antipaludique, nous avons abordé
essentiellement deux questions biologiques en rapport avec les relations
entre le vecteur, le parasite et ’hote intermédiaire. Nous avons observé
que le pouvoir infectieux des gameétocytes variait en fonction de la
tranche d’age, de la présence ou non de traitement antimalarique et de la
nature du traitement recu. (p=0,04).

Cela a été possible grace a la comparabilité connue des deux techniques
d’'infestation des moustiques du point de vue potentiel infectieux des
porteurs de gamétocytes.

Le petit nombre des échantillons utilisés dans cette étude et surtout le
design ne nous ont pas permis de répondre définitivement aux questions
biologiques en rapport avec le pouvoir infectieux des gameétocytes sans
traitement et aprés traitement antipaludique chez An. gambiae s.l; ainsi
I'impact de ces médicaments antipaludiques sur la phase précoce de la
sporogonie reste a démontrer.

Ainsi nos perspectives vont dans le sens d’une continuation de cette
étude avec un effort particulier pour la mise en évidence et 'identification
des mécanismes par lesquels ces antipaludiques bloquent le
développement du parasite chez An. gambiae s.l et une augmentation de
I’échantillon a utiliser ;et enfin une méthodologie plus appropriée
comparant chez un méme sujet jo (sans traitement ) et j7 aprés traitement
le potentiel infectieux.



Résumé

Des études entomologiques et parasitologiques a caractére longitudinal
avec des passages transversaux répétés ont été menées a Bancoumana
de juillet 2004 a décembre 2004 sur linfectivité comparée des
gamétocytes (aprés traitement et sans traitement) chez des porteurs de
gamétocytes pour An. gambiae s.l. L’étude de infectivité comparée de ces
deux formes de gamétocytes chez An. gambiae s.I a eu pour but
d’apprécier la capacité des gameétocytes sans traitement et aprés
traitement antimalarique a infecter An. gambiae s.l.

Bancoumana est un village peuplé d’environ 22091 habitants ; 2,5 km?
de superficie ; situé en zone soudano-guineenne du Mali, a 60 km au
sud-ouest de Bamako.

La technique classique de microscopie utilisée pour l'’é¢tude de la
sporogonie a permis de déterminer les taux d’infection en oocyste.

Le pouvoir infectieux des gamétocytes variait en fonction de la tranche
d’age et de présence ou non traitement. (p=0,04).

Par ailleurs l'infectivité comparée des moustiques en fonction du groupe
d’age et de régime thérapeutique révele une différence statistiquement
significative (X?=22,02; ddl=1; P=10°) quant a la capacité des
gameétocytes sans et apres traitement a infecter An. gambiae s.L
Cependant, les renseignements que ces résultats nous fournissent
permettront de développer des hypothéses et des questions de recherche
a approfondir afin de mieux comprendre l'interaction homme-vecteur-
parasite, et de mieux préparer Bancoumana comme site d’essai de vaccin
bloquant la transmission.



ANNEXE 1

ELISA

a) Principe sporozoitique

Découper les moustiques et mettre téte-thorax dans des aliquots
individuels les références (lieu, date de capture etc..) ;

Ajouter 50ul de Blocking buffer nonidet P40 (BBNP40) dans chaque
aliquots aprés avoir mis des petits pilons dans les tubes ;

Ecraser a l'aide du vortex et rincer chaque pilon avec 200 pl de BB : 250
pl /aliquots ;

Déposer 50ul d’anticorps non marque dans les puits des plaques et
laisser incuber pendant une demi-heure ;

Aspirer l'anticorps non marqué et ajouter 200 pl de BB dans chaque
puits. Incuber 1 heure.

Aspirer le broyat et laver deux fois les plaques avec le washing buffer
(PBS Tween) ;

Ajouter l'anticorps monoclonal marque a la peroxydase (50 ul /puit).
Incuber 1 heure ;

Aspirer 'anticorps monoclonal marque et laver 3 fois avec PBS-tween ;
Ajouter le substrat ABTS ;

Lire visuellement aprés 30 mn (coloration verte pour les positifs).

b) Technique d’identification de repas de sang par ELISA chez le
moustique.

Le sang contenu dans l’estomac des moustiques femelles conservés
individuellement dans des microtubes aprés dissection est identifié par la
technique ELISA en vue de déterminer le taux d’anthropophilie des
especes vectrices.

Cette technique ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorent Assay) se déroule
selon le protocole suivant :

mode opératoire

-mettre le sang avec 50 pl de PBS (Phosphatase Buffer Saline) dans les
tubes appendorf,

- triturer I’'ensemble jusqu’a obtenir une solution homogéne,

- ajouter 200pl de PBS,

-établir les fiches correspondant aux échantillons,

-déposer 50 pl de solution de repas de sang dans les différents puits
selon la fiche préétablie en respectant 'ordre. La premiére colonne est
réservée comme témoin,

-laisser incuber pendant trois heures,

-laver deux fois les plaques avec du PBS-TWEEN,

-déposer 50 pl du mélange : de la solution D et de la solution du
conjugué double (peroxydase pour humain et phosphatase pour bovin)
laisser incuber pendant une heure,



-laver trois les plaques avec du PBS-TWEEN, déposer 100 pl d’ABTS a la
peroxydase et lire 30 minutes a I’ceil nu :(la coloration verte signifie sang
humain),

-laver encore trois la méme plaque avec du PBS-TWEEN, mettre 100 pl
de révélateur a la phosphatase par puits et lire aprés une heure de temps
ou le lendemain : (la coloration jaune signifie sang de bovin),

Préparation des solutions

-Solution « D » :

Ajouter 25 pl de TWEEN 20 a 100ml de BB (Blocking buffer),

-conjugué double :

Prendre pour une plaque de 96 puits Sml de solution « D », ajouter 2,5 ml
de peroxydase et de 20 pl de phosphatase, vortexer pendant quelques
minutes.

-Révélateur a la peroxydase :

Pour une plaque prendre 8ml de la solution de peroxydase « A » et Sml
de solution de peroxydase « B ».

-Révélateur a la phosphatase :

Prendre pour une plaque 8ml deau distillée, ajouter 2ml de
« phosphatase substrate » et 2 comprimés de p-nitrophenyl phosphate
dissoudre complétement les comprimés en agitant doucement la
solution.

c) Préparation des solutions

1-BBNP40 : Prendre Sml BB+25ul NP40 et vortexer 15 mn.

2-BB : Blocking Buffer

Pour 500 ml Pour 1000 ml

Caséine (0,5 %) 2,5g Sg
NaOH (0,1N) 50ml 100ml
PBS (PH=7) 450ml 900ml
Thimersol (1 g /10ml d’eau) 0,5ml 1ml
(Ou poids) 0,05g 0,1g

Phénol red (1g/10ml d’eau) 0,1ml 0,2ml
(Ou poids) 0,01g 0,02¢g

Prendre 100ml NaOH a O,1N , ajouter 5g de caséine et faire bouillir
tout en agitant le mélange ;

Cesser le chauffage et ajouter petit a petit (toujours en agitant) 900 ml de
PBS ;

Ajouter ensuite le Thimersol et Phénol rouge, puis laisser refroidir ;
Régler le PH a 7,4 en ajoutant du HCL ;

Les controéles positifs

Dissoudre le stock de controle positif dans 25ul d’eau distillée (1ug/1ul) ;
VIAL I : Transférer 5ul de la solution de contréle dans 500ul de BB ;
VIAL II : Transférer 10ul du VIAL I dans 1000ul de BB ;

VIAL III : Transférer 10ul de VIAL II dans 500ul de BB ;

Anticorps monoclonal non marque ;

Pour une plaque : Prendre Sml de PBS et ajouter 20ul d’anticorps



Solution de lavage (PBS Tween) ;

Dissoudre un sachet de PBS (9,65g) dans 1000ml d’eau distillée ;

Ajouter 500ul de Tween 20 ;

Anticorps monoclonal marque

Pour une plaque : prendre Sml de BB et ajouter 10ul d’anticorps

Le révélateur

Pour une plaque : prendre Sml de ABTS peroxydase substrat et Sml de
peroxydase solution B ; mélanger et vortexer

ANNEXES 2 : Parameétres mesureés

Densité moyenne d’anophéle par case

Elle exprime le nombre moyen d’anophéles d'une espéce donnée par
case. La densité est calculée en divisant le nombre d’anophéles capturés
par le nombre de cases prospectées.

Agressivité (ma)

Ce parametre correspond au nombre moyen de piqures dune espéce
donnée, recues par homme et par nuit. L’agressivité se calcule de deux
manieres :

En capture de jour (spray catch)

Pour une espéce donnée, l'agressivité est égale au nombre total
d’anopheles femelles ayant piquées la veille (gorgée et semi gravide)
capturées dans une chambre, divisé par le nombre de personnes ayant
dormi la veille dans la chambre.

En capture de nuit

L’agressivité est égale : nombre total d’anophéles femelles capturées,
divisé le nombre de captureurs.

Taux de parité

C’est la proportion de femelles pares (ayant pondu au moins une fois) sur
l'ensemble des femelles disséquées (pares + nullipares). Ce parameétre est
déterminé a partir des femelles a jeun collectées lors des captures de
nuit.

Taux d’infection

I1 correspond au pourcentage d’individus d’anophéles porteurs de
sporozoites dans leurs glandes salivaires : indice sporozoitique (IS). Ce
parametre peut étre estimé a partir de l'indice d’antigéne
circumsporozoitique dans la portion téte thorax. En pratique, le taux
(IAS) correspond au nombre d’individus positifs au test ELISA, divisé par
le nombre d’individus traités.

Taux d’anthropophilie
C’est la proportion de femelles pour une espéce d’anophéle donnée, ayant
pris leur repas de sang sur ’homme. Ce parameétre est égal au nombre



d’individus porteurs de sang d’origine humaine, divisé par le total testés
(humain, bovins etc.) et le tout multiplié 100.

Taux d’inoculation entomologique (h)

Il représente le nombre de piqures infectantes recues par ’homme et par
unité de temps: h = ma.IS c’est la formule de Marc Donald (1950) ; ou ma
est l'agressivité et 1.LS correspond a lindice sporozoitique. On peut
estimer le taux d’inoculation (h) par espéce et par période.



ANNEXE 3 : Fiche de l'infestation expérimentale

PORTEURS DE GAMETOCYTES DU :

Nom et prénoms

Age

Chef de famille

STDNO

Charge gameto




ANNEXE 4 : Fiche de dissection

Localité......ccocevvvninrininrcncnncncenens Date de capture.......cccceevevinircncercncenes
Date de dissection.................. Poste n°......... Lieu de
capture............

N° Oocyste +/- Charge Aspect Parité Tranche horaire
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