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1. INTRODUCTION
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Le paludisme est une maladie parasitaire et potentiellement mortelle, due a un hématozoaire
du genre plasmodium. Ce parasite est principalement transmis a I’homme par la piqiire
infectante de moustique femelle du genre anopheles lors de son repas sanguin ; contre laquelle
il n’existe pas encore de vaccin efficace. Il existe autres modes de transmissions: la
transmissions sanguine et par voie Trans-placentaire (de la meére au feetus) [1]. Le paludisme
est essentiellement d0 & quatre especes plasmodiales: P .falciparum (welch 1897), P.
malariae (Lavena 1881) P. ovale (stephans1922) P .vivax (Grassi et Faletti 1890) ;
aujourd’hui une cinquiéme espéce a été d’écrite, il s’agit Plasmodium knowlesi (Servonnet et
al 2012).

Malgré d’énormes progrés réalisés dans la lutte contre le paludisme il demeure un probléme
majeur de santé publique car il est responsable de nombreux cas de morbidités et de
mortalités surtout chez les enfants moins de 5 ans et les femmes enceintes a travers le monde
(OMS) . L’organisation mondiale de la santé (OMS), dans son rapport annuel a publié en
2018, d’avoir enregistré en 2017,219 millions de cas de paludisme et 435000 cas de déces
(OMS 2018). L’Afrique subsaharienne est la zone la plus touchée avec 92% de cas de
paludisme et 93% de cas deces [1].

En 2017, environ 3,1 milliards de dollars américains ont été investis dans les efforts de
contréle et d'élimination du paludisme gouvernements des pays d'endemie palustre et des
partenaires internationaux (OMS 2018).

Au Mali le paludisme est la premiere cause de consultation, d’hospitalisation et de mortalité
dans les formations sanitaires (EIPM 2015). En plus du fardeau humain, le paludisme affecte
fortement 1’économie nationale car ¢’est une principale cause d’absentéisme professionnel et
scolaire qu’entrave le développement social. En effet, les pertes économiques dues au

paludisme sont estimées a 72 milliards par ans [2].

Les stratégies de lutte contre le paludisme appliquées par ce programme s’inspirent fortement
des stratégies mondiales de lutte contre le paludisme grave, (i) la quinine pour la prise en
charge des cas de paludisme grave, (ii) les combinaisons thérapeutiques a base de dérivés
d’artémisinine (CTA) en comprimé pour le traitement du paludisme simple (Artesunate-
amodiaquine et Artémether-luméfantetrine), (iii) utilisation des moustiquaires imprégnées
d’insecticides par les femmes enceintes et les enfants moins de 5ans , (iv) le traitement
préventif intermittent a base de sulfadoxine-pyrimethamine chez la femme enceinte , (v) la

pulvérisation intra-domiciliaire sera généralisée dans les zones de 1’épidémie du paludisme.
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Malgré ces différentes stratégies de luttes au niveau national le paludisme reste un probleme

majeur de santé publique.

L’accroissement de la résistance des parasites aux médicaments antipaludiques, la difficulté a
adopter et a mettre en ceuvre une chimio-prévention suffisante, une couverture large en
moustiquaires imprégneées et résistance accrue des moustiques aux insecticides nécessitent la
mise au point de nouvelles approches de lutte en vue d’aboutir a une élimination et une

éventuelle éradication du paludisme dans les pays ou le paludisme reste d’endémique.

L’une des approches nouvelles est le développement des vaccins antipaludiques qui doivent
venir compléter I’arsenal d’outils disponibles et y occuper une place importante. Parmi ces
vaccins, figurent les vaccins bloquant la transmission (TBV) du parasite de 1’hGte humain au
moustique : ces vaccins induisent des anticorps qui empéchent la maturation des stades sexués

du parasite chez le moustique.

A la surface de P falciparum au stade sexuel sont exprimés les antigenes Pfs25, Pfs48/45. Ces
antigénes ont montré une activité de blocage du développement du parasite. Ces candidats
vaccins peuvent étre une stratégie réalisable pour réduire le fardeau du paludisme dans la zone
endémique [3] avec une large couverture, ces vaccins pourraient réduire la transmission du
paludisme dans les régions d’endémie en réduisant les nombres de moustiques infectants [4].
Comme méthodes d'élaboration de ces vaccins, 1’infection expérimentale des anopheles par
les plasmodies serait la meilleure méthode car il s’agit d’un outil mis au point pour étudier les
facteurs qui déterminent la transmission étre humain-vecteur du parasite [5]. Deux types de
technique sont couramment utilisés pour détecter 1’activité de blocage de la transmission : le
gorgement direct sur la peau du porteur de gamétocyte appelé direct skin feeling (DSF) et le

gorgement direct a travers une membrane ou direct membrane feeding assay (DMFA).
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1.1 Hypothese :

> Le pouvoir infectieux des porteurs de gametocytes de Plasmodium falciparum a un
effet sur I’infection des Anopheles coluzzii.
> les anticorps Pfs48/45 et Pfs25 a différents concentrations ont une différente activité

de blocage des stades sexuels chez Anopheles coluzzii.

Pour atteindre ces résultats les objectifs suivants ont fixeé :
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2. OBJECTIFS

2.1 Objectif genérale :

Déterminer I’efficacité et la variabilité des anticorps monoclonaux Pfs25 et Pfs48/45 dans

I’infection chez Anopheles coluzzii en zone d’endémie palustre de Nanguilabougou.

2.2 Objectifs spécifiques :
- Etudier les indices parasitologiques et cliniques chez les enfants de 5 & 15 ans dans le
village de Nanguilabougou et son hameaux Kouroubabougou
- Evaluer le taux de gorgement d’An.coluzzii chez les porteurs de gamétocytes;
- Estimer ’impact de différentes concentrations des anticorps monoclonaux Pfs25 et
Pfs48/45 sur linfection d’An.coluzzii au cours des séances de I’infestation

expérimentale.
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3. GENERALITES
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Le paludisme (malaria en anglais) est une parasitose due a des hématozoaires du genre
plasmodium se transmet par la pigdre infectante du moustique femelle du genre Anopheles ;
donc la transmission est complexe et fait intervenir trois (3) organismes: le parasite
(plasmodium) ; 1’hote vertebre (Homme ou animal) ; le moustique vecteur (anophele).Les
facteurs environnementaux avec ses composantes : biologiques, physiques, climatiques et
humaines ont une large interaction avec ces trois éléments [6]. Les mesures de lutte
préconisées par I’OMS sont de deux ordres : les mesures curatives basées sur la prise en
charge rapide et correcte des cas du paludisme et les mesures préventives utilisant la chimio-
prophylaxie et la lutte anti vectorielle. Ces derniéres années il y a un accent d’intérét sur la
lutte anti-vectorielle car elle permet d’une part d’éviter le contact ’homme vecteur et d’autre
part de combattre le vecteur par des moyens appropriés afin de diminuer la transmission de la
maladie [1].

2.3 Le parasite :

L’agent causal du paludisme est protozoaire appartenant au genre plasmodium. Les
plasmodies sont des parasites intracellulaires obligatoires, ils envahissent les hématies et

produisent un pigment [7].
2.3.1 Morphologie :

Le plasmodium est un protozoaire de tres petite taille (1 a 2 p selon les formes).

La coloration au May-Grunwald-Giemsa montre qu’il est formé d’un cytoplasme bleu pale
entourant une vacuole nutritive claire, et contenant un noyau rouge et de 1’hémozoine
(pigment brun doré ou noir). L’illustration ci-dessous présente quelques stades évolutifs de

P.falciparum [8].
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Figurel : stades évolutifs du plasmodium falciparum

(http://www.rph.wa.gov.au/malaria/falcip.gif mai2010)
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Il existe de trés nombreuses espéces de plasmodium (plus de 140), touchant diverses especes
animales mais seulement cing de ces espéces sont retrouvées en pathologie humaine. Ces cing
espéces different par des criteres biologiques, cliniques, par leur répartition géographique et

par la capacité a développer des résistances aux antipaludiques [6]

Plasmodium falciparum : est le plus fréquent et le plus dangereux. Dans les régions
subtropicales ; il ne survient qu’en période chaude et humide. Son incubation est de 7 a 12
jours ; il est responsable de la fiévre tierce bénigne et les formes cliniques graves notamment
le neuropaludisme, potentiellement mortelles; il développe des résistances aux

antipaludiques, sa longévité est inferieure a 1an [6].

Plasmodium vivax et plasmodium ovale: ils sont tres proches. Ils ont été longtemps
confondus et sont responsable de feves tierce bénigne.il est beaucoup plus rarement observé
en Afrique .L’incubation est de 11 a 13 jours mais peut observer des rechutes tardives de cing

ans pour P. vivax [6]

P.ovale : sévit en Afrique intertropicale du centre et de I’Ouest, son incubation est de 15 jours
au minimum mais peut-étre beaucoup plus longue, jusqu’a quatre ans. Schématiquement on

dit que P.ovale remplace P.vivax la ou cette derniére espéce n’existe [6].

Plasmodium malariae : il est présent de maniere beaucoup plus sporadique. Période
incubation plus longue (15 a21 jours).ll responsable de fievre quarte parfois néphropathie
chronique. Sa longévité est de 3 ans et peu atteint 20 ans [6].

Plasmodium knowlesi : il sévit en Asie du sud-Est, en zone forestiere car il est étroitement lié
a la répartition des signes macaques, son hote habituel, et de son vecteur piquant ’homme et
de singe. Il est morphologiquement proche de P.malariae. Il se différencie des autres especes
par un cycle érythrocytaire de 24 heures responsable d’une fievre quotidienne. Il existe de
rares formes graves, voire mortelles, avec fortes parasitétmie. A ce jour aucune

chimiorésistance n’a été observée pour cette espéce [6].
3.1.2  Systématique du parasite :

Régne : animal ;

Phylum : Apicomplexa ;

Classe : Sporozoea ;

Sous-classe : Coccidie ;
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Ordre : Eucoccidiida ;
Sous-ordre : Haemosporiina
Famille : Plasmodiideae ;
Genre : Plasmodium ;

Espéces : P.falciparum ; P. ovale ; P.vivax ; P.malariae ;P. knowlesi chez I’homme, autre

plasmodiae infestant les animaux :P.berghei (rongeurs) ; P.cynomolgi (singes) [8].
3.1.3 Cycle évolutif du parasite :

Le cycle évolutif du Plasmodium est hétéroxene et relativement complexe, il se déroule
successivement chez 1’homme : une phase asexuée (schizogonie) qui se déroule chez 1’hote
vertébré (homme=hote intermédiaire) et une phase sexuée (sporogonie) chez I’insecte vecteur
(moustique=1"hote définitif) et un environnement propice. Chez I’homme le cycle est lui-

méme divisé en 2 phases :

-la phase hépatique ou pré-érythrocytaire (exo-érythrocytaire) : elle correspond a la phase

d’incubation, cliniquement asymptomatique.
-la phase sanguine ou érythrocytaire : elle correspond a la phase clinique de la maladie [6].

3.1.3.1 chez I’homme : schizogonie ou phase asexuée

La phase pré-érythrocytaire : aprés la pigdre infectante de 1’anophele femelle lors de
son repas sanguin, les sporozoites injectés regagnent les hépatocytes ou ils se multiplient et se
transforment en schizontes de 30 a 70 um ou corps bleus (formes multi nucléées).
L’éclatement des schizontes murs peuvent contenir 10.000 a 30.000 noyaux autours desquels
s’individualisent des fragments de cytoplasme aboutissant a la formation les mérozoites de
1% génération qui sont libérés dans la circulation sanguine par éclatement des hépatocytes
infectés. Cependant, en cas d’infection par P.vivax ou P.ovale certains sporozoites intra-
hépatique restent quiescent (hypnozoites) et sont responsables d’une schizogonie hépatique
retardée, qui entraine la libération dans le sang de mérozoites plusieurs mois apres la piqlre
du moustique, expliquant ainsi les reviviscences tardives observées avec ces deux especes.
Les hypnozoites n’existent pas dans I’infection a P.falciparum (pas de rechute) et ils n’ont pas
été mis en évidence non plus dans I’infection a P.malariae, malgré I’existence de rechutes

tardives, ni semble-t-il pour P. knowlesi [6].
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La phase érythrocytaire : les mérozoites de 1ére génération doivent rapidement pénétrer
a l’intérieur des globules rouges, pour se transformer en Trophozoite. Les Trophozoites
augmentent de taille et se multiplient pour donner des schizontes prend 24, 48, ou 72 heures
(en fonction de I’espéce) contenant a maturité 8 a 32 mérozoites selon I’espéce. Aprés leur
libération par éclatement du schizontes, les mérozoites de 2éme génération peuvent pénétrer
dans de nouveaux globules rouges et recommencer le cycle de réplication. Cette partie
correspond a la phase clinique : la parasitémie s’éléve [6]. Tous les schizontes érythrocytaires
arrivent a maturation au méme moment, entrainant la destruction d’un grand nombre de
globules rouges de maniére périodique, toutes les 24 heures (pour P. knowlesi), 48 heures
(fievre tierce de P. falciparum, P .vivax, P.ovale) ou toutes les 72 heures (fiévre quarte de
P.malariae). En pratique on observe que la fievre de tierce due a P.falciparum est rarement

synchronique [7].

Aprés un ou certain nombre de cycles érythrocytaires, certains mérozoites subissent une
Mmaturation d’une dizaine de jour, accompagnée d’une différenciation sexuée : les gamétocytes
males et femelles leur développement est bloqué et la suite de 1’évolution exige le passage par
I’anophele [6].

3.1.3.2 Chez ’anophele : la sporogonie ou phase sexuée

C’est la phase de la reproduction sexuée les gamétocytes, ingérés par le moustique lors d’un
repas sanguin sur un sujet infecté, se transforment en gamétes males et femelles. Le
gamétocyte femelle se transforme en macrogameéte ; chez le gamétocyte male, la micro
gamétogenese ou ex- flagellation est le plus lente : le noyau se divise donnant naissance a huit
microgametes males flagellés, d’environ 20 pm, tres mobiles qui vont rapidement a la

rencontre des macrogameétes femelles [6].

Par fertilisation et par la faveur d’un chimiotactisme positif, les gametes males haploides
fécondent les femelles non mobiles et également haploides. Il en résulte des zygotes diploides
non mobiles qui se transforment en ookinetes, mobiles et allongés au bout de 18 a 24 heures.
Les ookinetes pénetrent I’épithélium stomacal pour se transformer a I’intérieure en oocystes
non mobiles. Les oocystes sont des éléments circulaires au contour reégulier, qui se fixent sur

la paroi de I’estomac du moustique [8].
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A partir de ces oocystes s’individualisent les sporozoites qui seront localisés dans les glandes
salivaires. Ces sporozoites, lors d’un prochain repas de sang du moustique, sont inoculés a

I’homme [8].

La durée du développement sporogonique des plasmodiums varie en fonction des conditions
climatiques : entre 9 et 20 jours pour P.falciparum (entre respectivement, (30°C et 20°C), un

peu plus rapide pour P.vivax a température équivalentes, plus long pour P.malariae [6].
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Figure 2 : Cycle biologique du Plasmodium

Source : http://WWW.dpd.cdc.gov/DPDx/HTML/ImageL.ibrary/ malaria_LifeCycle.GIF
Auvril 2011.
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3.2 LEVECTEUR:

Le paludisme est transmis par la piqlre d’un moustique du genre Anophele au moment de son
repas sanguin. Seule la femelle hématophage transmet la maladie. Ces moustiques piquent
essentiellement a partir de la tombée du soleil avec un maximum d’activité entre 23 heures et
6 heures du matin. Parmi les 300 especes qui constituent le genre Anophele, environ 60
d’espéces sont des vecteurs potentiels et seulement une vingtaine d’espéces peuvent étre

considérées comme des vecteurs majeurs [6].

3.2.1 Morphologie : en Afrique, les vecteurs de Plasmodium sont généralement des

complexe d’espéces morphologiquement identiques, mais ayant une biologie et des caracteres

génétiques variés. Ces especes ont des capacités vectorielles différentes [8].

Comme pour tous les moustiques, les anopheles ont le corps divisé en trois parties la téte, le
thorax, et I’abdomen [9].

La téte porte deux gros yeux, une paire d’antennes et une piece buccale. Le thorax est formé
de trois segments portant chacun une paire de pattes. Sur deux derniers segments du thorax
s’insére une paire d’ailes. L’abdomen est formé de dix segments. Chaque segment est
constitué d’une plaque chitineuse dorsale et d’une plaque ventrale reliée par une membrane
qui autorise la dilatation de I’abdomen trompe-téte-abdomen est dans le méme alignement.
Lors du repos cet alignement forme par rapport au support un angle aigu caractéristique des
Anopheles [9].

3.2.3 Systématique :
- Regne : Animal
- Sous régne : métazoaires
- Embranchement : arthropodes
- Sous embranchement : Tranchates
- Classe : Insectes
- Sous classe : Ptérygotes
- Ordre : Dipteres
- Sous ordre : Nématocéres
- Famille : Culicide

- Sous famille : Anophelinae, Toxohynchitinae, Aedinae, culicinae.
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3.2.4 Cycle de vie de ’Anophele :

Le développement de I’anophele est caractérisé par la succession de deux phases. La
premiére est aquatique et recouvre la vie pré-imaginale qui dure une dizaine de jours,
c’est-a-dire 1’ceuf, les stades larvaires et la nymphe. La seconde est aérienne et concerne
’adulte ou imago. Les femelles Anopheles vivent deux semaines & un mois et demi selon

les conditions extérieures [8].

3.2.5 La reproduction
s la ponte :

Bien que la femelle moustique soit dans la capacité de pondre a plusieurs reprises au cours
de sa vie d’adulte, elle ne s’accouplera qu’une seule fois avec un male. En effet, elle
dispose de spermathéque permettant le stockage d’une quantité¢ suffisante de
spermatozoides nécessaires a la fécondation de son ceuf. Mais pour porte ces derniers a
maturité, elle doit effectuer un repas sanguin, c’est ta dire piquer un étre vivant dont le
sang contient les protéines dont elle a besoin. Son repas achevé, elle va pondre a la surface
de I’eau des ceufs groupés en nacelles de 50 a 200 ¢léments (les ceufs mesurent environ
1mm de long) suivant les conditions climatiques, les ceuf éclosent au bout de 2 a 3 jours
en climat tropical (dés que I’embryon est complétement développé), pour donner

naissance a des larves dont le mode de vie est exclusivement aquatique [10].
+ Lavie aquatique :

La vie de la lave alterne entre le besoin de manger du microplancton et celui de venir
respirer en surface par l’intermédiaire d’un siphon respiratoire situé¢ a ’extrémité de
I’abdomen. L’eau est indispensable a son développement qui passe par 4 stades successifs,

séparés par des mues (variation de la taille de 2 a 15 mm environ).

Aprés le quatrieme stade, la derniére mue donne une nymphe. La phase au cour de
laguelle les organes du futur adulte peuvent se mettre en place. Durant ce stade, qui est de
courte durée (24 a 48 heures), la nymphe ne se nourrit plus et puise dans les réserves
stockées au stade larvaire. La nymphe respire par I’intermédiaire de deux trompettes

situées sur le céphalote thorax [10].
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s L’adulte :

La derniére transformation qui aboutit a un moustique adulte, est la métamorphose. Au
moment de 1’émergence la cuticule se fend longitudinalement, 1’adulte se gonfle d’air et
s’extrait de I’exuvie a la surface de 1’cau libre, I’adulte peut enfin voler de ses propres

ailes. Méles et femelles pourront s’accoupler et pourront recommencer [10].

Cycle biologique
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Source : MRTC /Laboratoire de Génomique 2014

Figure 3 : Cycle biologique d’un Anophelinae

Source: MRTC/ Laboratoire de génomique 2014
326 Le complexe Anophele gambiae s.s :

Le complexe est un ensemble d’espéces différentes génétiqguement, non interfécondes
dans la nature, mais identiques morphologiquement [11]. An.gambiae est un moustique de
taille moyenne. Chez 1’adulte les pattes sont tachetées ; chaque segment abdominal porte
deux taches péles en position ventrale. Les palpes maxillaires sont aussi longs que la
trompe.
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Figure 4 : Anopheles gambiae lors de la prise de sang.
[http://phil.cdc.gov/PHIL_Images/09262002/00008/A.gambiae.1354.p_lores.jpg 2001].
3.2.4.1 Systématique :

Le complexe Anopheles gambiae regroupe aujourd’hui neuf espéces : Anopheles gambiae
s.s [12], et Anopheles arabiensis [13], sont les deux vecteurs majeurs de Plasmodium en

Afrique ; il y’a d’autres espéces comme

- Anopheles coluzzii [14]

- Anopheles amharicus [14]

- Anopheles merus [15]

- Anopheles melas [16]

- Anopheles quadriannulatus [16]
- Anopheles bwambae [16]

- Anopheles comorensis [16]
3.2.4.2  Distribution geographique :

Les espéces An. melas, An. bwambae, An. quadriannulatus ont un réle faible ou nul dans
I’épidémiologie de la transmission du paludisme. Leur distribution est localisée. En
revanches, An. gambiae et An. Arabiensis ont une aire de répartition extrémement vaste
sur tout le continent africain, An.gambiae s.s étant plutdt adapté aux zones de forét et de
savane humide alors qu’An. Arabiensis peuple les environnements plus secs jusqu’en

bordure du Sahara [17]
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Cinq « formes chromosomiques » ont ainsi été définis en Afrique de I’Ouest : les formes
Forét, Savane, Bamako, Bissau et Mopti [18] qui se répartissent principalement en

fonction du degré d’aridité du milieu.

Au Mali, trois formes chromosomiques d’An. gambiae s.s ont été décrites par Coluzzii et al.
985 : Bamako, Savane et Mopti. Bamako et Savanne prévalaient dans les zones relativement
humides (Savanne sud-soudanienne) et se reproduisaient généralement durant la saison
pluvieuse. Tandis que la forme Mopti occupait toutes les zones écologiques du Mali et se
produisait pendant la saison toute I’année [19]. Sur la base des évidences bionomique et
moléculaire, la forme moléculaire M (M form) d’An. gambiae est appelé An. coluzzii

(Coetzee et al. 2013) et la forme moléculaire S (S form) est appelée An.gambiae [20].

Au Mali, la population vectrice des parasites du paludisme est composée d’An. gambiae s.s,
An. Arabiensis et An.funestus avec une prédominance d’An.gambiae s.s durant la saison
pluvieuse (juin-octobre), An. Arabiensis durant la saison chaude (mars-mai), An. funestus

durant la saison froide (décembre-janvier).il y’a aussi An.rufipes bien qu’il soit zoophile [21]
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Biologie des gamétocytes :

Définition :
Le terme gameétocyte désigne des pré-gametes, observés dans le sang circulant de
I’homme. Les gameétes proprement dits sont observés chez le moustique et résultent de
I’activation des gamétocytes ingérés avec le repas sanguin. Seuls les gamétes sont
capables de féconder et vont initier le développement sporogonique chez le vecteur si

celui-ci est sensible a I’espece parasitaire.

Gaméte male Gameéte femelle

Figure5 : Schémas d’un gaméte male (bleu) et d’un gaméte femelle (rose)

[http://IWWW.rph.wa.gov.au/malaria/falcip.gif mai 2010]

Origine des gamétocytes :

Les gamétocytes de P.falciparum proviennent de stades sanguins asexués [22]. On
n’observe pas chez les plasmodiae humaine la production de gamétocytes directement a
partir des mérozoites hépatique. Le nombre de gamétocytes est ordinairement tres
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 I’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 gamétocytémie suffit pour assurer le développement

sporogonique et par conségquence une transmission vecteur-homme [23].
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4.3

4.4

Facteurs favorisant la gamétocytogenese de P.falciparum :

La gamétogénése est considérée 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 1’origine d’une forte
poussée de 1I’environnement hostile vers un autre moins hostile. Ces facteurs de risque de

la gametocytogénése sont tres variés :

Les fortes charges parasitaires asexuees [24] ;

L’anémie est aussi une situation de stress et s’accompagne souvent de poussées
gamétocytaires [25] ;

Certains medicaments ont un réle direct sur la gamétocytogenese. La chloroquine,
comme les amino-4-quinoléines, est gamétophytique sur les stades gamétocytaires
jeunes (I a Il1), mais des observations récentes ont montré que ce médicament est
également gamétocygénique [26] ; 1’association sulfadoxine+pyriméthamine (SP) est
non seulement gamétocytogénetiques, mais également sporonticide. Les dérivés de
I’artémisine sont fortement gametocytogénése et la transmission, afin on privilégie
beaucoup les associations médicamenteuses [27] pour diminuer I’induction de la
gamétocygéneése :

Le retard au traitement de 1’accés palustre est probablement aussi un facteur de risque
de la gametocytogenese, a cause de I’augmentation du temps de souffrance du parasite
asexué avant traitement. Au contraire, une prise en charge trés rapide et efficace de
I’acces palustre ou des fortes charges parasitaires asexuées diminuent fortement la
gamétocytémie dans la population [28];

Certaines souches sont probablement plus gametocytogene que d’autres [29]. Mais
ceci est trés variable en fonction du temps. La culture continue de P.falciparum fait
géneralement perdre a la longue la capacité gametocytogéene [30].[29]. Par contre, le
passage régulier d’un hote intermédiaire a un hote définitif maintient cette capacité
[31].Des souches ne produisant plus de gamétocytes apres plusieurs passages chez un

méme hdte pourraient redevenir gametocytogene en changeant d’héte.

Facteurs influencant le développement de la sporogonie :

4.4.1 Facteurs humains :

Lors du repas sanguin, le moustique ingere, en méme temps que les gamétocytes, des

facteurs sériques ou des cellules sanguines qui peuvent avoir un role sur le développement
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du parasite. Parmi ces facteurs inhibiteurs humains, certains existent naturellement chez
I’homme vivant en zone d’endémie (anticorps anti-sexués, anticorps anti-sporozoite,
cytokines, complément, cellules immunocompétentes), d’autres peuvent étre induits
artificiellement par vaccination (anticorps contre Pfs25, anticorps contre les tissus de

moustique).
4.4.1.1 Les anticorps anti-sporozoites :

L’homme vivant en zone d’endémie palustre synthétise des anticorps anti-Sporozoites
(Hoffman et al., 1986 ;[32].[33]. Les Ig G de I’hdte vertébre, ingérées au cours de
n’importe quel repas sanguin par le moustique, passent du tube digestif vers 1’hemocéle
[34].Ce mécanisme peut avoir des conséquences si un repas de sang est pris sur un homme
avec des AC anti-CSP (protéine circumsporozoitaire) et si le moustique héberge a ce
moment des sporozoites a la suite d’un précédent repas de sang infectant. Dans le systéme
P.falciparum An. stephensi, les Ac anti-sporozoites traversent non seulement la paroi
digestive, mais aussi la paroi des glandes salivaires [35]. La concentration atteint son
maximum 3heures apres ingestion puis les Ac disparaissent vers 18-24 heures (Vaughan
et al., 1988 ; 1990). Ces Ac s’attachent aux sporozoites circulant dans 1’hémolymphe,
mais progressivement la fluorescence de la membrane se perd, évoquant un mécanisme de
perte progressive du manteau antigénique CSP. Les mécanismes d’action de ces Ac anti-
CSP sont tres divers, mais ils peuvent déclencher une réaction de précipite a la surface du

parasite [36] entrainant I’immobilisation du sporozoites.

Dans ces conditions, on peut penser que des repas sanguins successifs, riches en Ac anti-
CSP et pris pendant la phase de migration des sporozoites, peuvent réduire la charge
sporozoitaire des glandes salivaires. Cependant, la concentration des anticorps anti-
sporozoites chez le moustique est nettement moins importante que la contraction chez
I’homme [37]. On a montré que seuls des taux élevés d’Ac anti-sporozoites pouvaient
inhiber D’infectivité, détruire le parasite ou empécher 1’invasion tissulaire par les

sporozoites.

Au contraire, de faibles taux seraient plutét potentialisateurs [38];[39].Dans ces
conditions, il est fort peu probable que telles concentrations dans 1’hemocé du moustique
puissent avoir un effet inhibiteur sur la maturation oocystique, la migration des

sporozoites et sur I’envahissement des glandes salivaires du moustique. Une question non
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résolue est de savoir si les taux d'Ac naturels rencontrés dans les zones endémiques

peuvent avoir un effet facilitateur.
4.4.1.2 Les leucocytes :

Il a été que la phagocytose des gamétes existait dans I’estomac du moustique [40]. De par
la courte demi-vie des gamétes, de 1’ordre de quelques minutes, ce stade parasitaire ne
peut probablement pas étre la cible d’une phagocytose dans I’estomac du moustique. La
phagocytose simple n’expliquerait que 7% des pertes parasitaires in vivo. Par contre, des
études expérimentales semblent montrer que I’association, leucocytes activés par des
opsonines et cytokines jouerait un réle non négligeable en contrariant le développement

parasitaire dans I’anophele.
4.4.1.3 Le complément :

L’importance du complément dans 1’activité inhibitrice des anticorps anti-Pfs230 a été
largement démontrée [41]. Le complément pourrait aussi intervenir seul apres activation

par la voie alterne qui ne dépend pas de la formation d’immuns complexes.

En fait, les études in vivo ne semblent pas montrer de réle inhibiteur sur I’infectivité pour
les sérums immuns décomplémentés ou non, au moins au Cameroun, ou les anticorps

Pfs230 sont rarement rencontrés [38].
4.4.2 Les facteurs inflammatoires et les cytokines :

La présence de protéine C réactive ne semble pas inhiber I’infectivité des porteurs de
gamétocytes [42]. Nous avons mentionné ci-dessus le role potentiel du TNF avec les
leucocytes ingéres. Cependant, le TNF a une courte durée de vie et a également disparu
quand les gamétocytes murs de P.falciparum apparaissent. Aucune autre étude n’a abordé
directement le rdle des facteurs inflammatoires et des cytokines sur l’infectivité¢ des

porteurs de gamétocytes [43].
4.4.3  Utilisation des médicaments antipaludiques :

Les medicaments antipaludiques sont capables d’influencer la transmission du parasite de
I’homme au moustique. La primaquine et la pamaquine ont une action gamétocydique
chez P.falciparum [44].[45] alors que des sérums de volontaires européens jamais exposes
au paludisme et sous prophylaxie a base de proguanil-chloroquine étaient capables de
réduire la transmission au cours d’infections expérimentales [30]. Cependant, des sera
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contenant seulement la chloroquine n’ont pas montré d’action sur la sporogonie [46] mais
semblent favoriser la transmission des souches chloroquino-résistantes [47]. Par ailleurs il
a été observé in vitro que la pyriméthamine et I’halofantrine rendaient les gamétocytes

infectieux.
4.4.4 Le type d’hémoglobine :

Il est connu que le développement des stades sexués débute par 1’invasion de globule
rouge par le parasite. Seul ce stade sexué est en mesure de continuer le cycle du
plasmodium chez le moustique. Il constitue par conséquent un parametre important dans la
transmission du paludisme. Cependant, il est suspecté que les stades asexués en fortes
charges sont susceptibles a se transformer sous 1’effet stressant du milieu (rejet de toxines
et pression immunitaire) en stades sexués. Les HBS et HBC sont capables d’inhiber la
croissance parasitaire pour aboutir a de charges parasitaire moins élevées [48] a tel point
que les gamétocytes soient faiblement ou rarement produites influencant ainsi la
transmission. Cependant, [47] lors d’une étude au Sénégal montrent que les porteurs de
type d’hémoglobine AS malgré leur faibles gamétocytémie infectaient plus de moustique
que les porteurs d’hémoglobine normale AA. L’hémoglobine aurait donc un role
spécifique dans la transmission du paludisme indépendamment de la densité de

gameétocytes.
4.45  Facteurs parasitaire :

Un certain nombre de facteurs parasitaires ont éte identifiés pour expliquer le mauvais

rendement de cycle sporogonique.
4.45.1 Gamétocytémie :

Au sein d’une population d’individus naturellement infectés par P. falciparum, la seule
densité gamétocytique capable de provoquer une infection chez le moustique est
relativement faibles [49]. Dans la majorité des cas, il a été démontré qu’une
gametocytémie de 100 gamétocytes/pl de sang eétait suffisante pour provoquer une
infection naturelle chez le moustique. La population de cas d’infection chez le moustique
augmente avec la gamétocytémie et est a son maximum lorsque la gamétocytémie atteint
1000 gamétocytes/pl de sang [44].
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4.45.2 La sex-ratio des gamétocytes :

En 1935, Boyd et al. Démontrérent que les plus faibles densités de gamétocytes méales
¢taient plus infectieuses que les plus fortes alors d’autres n’ont pu démontrer cet effet de

la sex-ratio sur I’infectivité des gamétocytes [49].
445.3 L’age des gamétocytes :

L’age influence également le succés de I’infectivité pour le moustique. Les jeunes
gamétocytes de stade V sont peu ou pas infectants. On sait aussi que les gamétocytes
présents dans la circulation périphérique depuis plus d’une semaine présentent une
infectivité réduite qui n’est pas due a la chute progressive de la densité gamétocytaire
[50]. 1l est donc clair qu’il existe une période d’infectivité maximale pour les gamétocytes,

ni trop jeunes ni trop vieux.[28]
4454 Maturité et qualité des gamétocytes :

La qualité du gamétocyte peut étre évaluée a partir de sa morphologie et de sa capacité a
se transformer en gamétocyte male ou femelle. Les gamétocytes de P.falciparum
possedent différent caractéristiques morphologiques permettent de les identifier comme
formes immatures ou aberrantes. Les formes matures sont de croissant avec des bouts
arrondis alors gque les aberrants ont formé en croissant mais des bouts pointus. Un autre
critere est la distribution du pigment dans le cytoplasme. Les gamétocytes matures et
fonctionnels ont un pigment localisé autour du noyau alors que chez les aberrants, il est
localisés en bouguet sur un pole de la cellule. La maturité des gamétocytes se caractérise

aussi par leur capacité d’activation et 1’ex-flagellation.
4455 Une forte parasitémie asexueée :

Une tres forte parasitémie réduit parfois ’infectivité des gamétocytes. Le mécanisme est
inconnu. Il pourrait s’agir du roéle inhibiteur sur I’infectivité de certaines cytokines,
comme le TNF par exemple [9], abondamment secrétées lors des poussee parasitaire
asexuées, mais ce phénomeéne n’existe que rarement dans les infections a P.falciparum, du
fait du retard de maturation des gamétocytes par rapport a la poussée asexuée qui leur a

donner naissance.
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4.4.6 Facteurs liés aux moustiques :

Lors de son développement chez le moustique, le plasmodium se heurte a un certain
nombre de barri¢res physioloques comme la matrice péritrophique, 1’épithélium stomacal,
la coque de I’oocyste, 1’épithélium des glandes salivaires. Il subit aussi 1’agression des
enzymes dans 1’estomac et des mécanismes de défense du moustique lors de son passage
dans I’hémolymphe. Tous ces facteurs inhibiteurs conditionnent la sensibilité du

moustique au parasite.
4.46.1 Les enzymes de la digestion :

L’ingestion d’un repas sanguin déclenche chez le moustique une sécrétion enzymatique
protéolytique abondante [51] . L’activité enzymatique digestive atteint son apogée a des
moments variables aprés l’ingestion du repas sanguin qui dépendent de ’espéce de
moustique en cause. Ces enzymes digestives peuvent détruire le parasite. L’0okinétes
sembles plus résistant aux enzymes que les stades précédents [52].[53] Il doit
probablement mettre en jeu des mécanismes de protection qui sont encore inconnus. Le
développement de 1’00kinéte, contemporain étanche, doit vraisemblablement avorter ou
étre fortement inhibé. Inversement, un développement de 1’00kinétes avant le pic de
sécrétion enzymatique ou avant la formation compléte de la matrice péritrophique permet
I’évolution du parasite vers les stades ultérieurs. Le role des enzymes digestifs du
moustique peut ainsi étre facilitateur ou inhibiteur de I’infectivité du parasite selon la
période du développement sporogonique a laquelle ils sont sécrétés et selon le réle
concomitant de la matrice péritrophique.

Un autre r6le serait dévolu aux enzymes digestives. Elles activeraient la prochitinase
secrétée par 1I’ookinéte sous forme inactive, au moins chez P.gallinaceum [54], favorisant
ainsi la traversee de la membrane péritrophique. Mais un tel mécanisme a été récemment
mis en question [55]. En fin, les enzymes digestives du moustique détruiraient les facteurs

du complément, pouvant ainsi empécher la destruction des zygotes [56].
4.46.2 La matrice péritrophique :

La majorité des moustiques produisent une sorte d’enveloppe, de structure lamellaire,
enserrant le bol alimentaire. Un stimulus de cette sécrétion serait la distension stomacale,
mais il doit étre associ¢ a la présence de composés sanguins puisque I’absorption de sérum
ou de jus sucré n’entraine pas la formation de MP [57] . Elle est sécrétée par les cellules
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de I’épithélium stomacal et entoure tout le bol alimentaire en quelques heures. La nature

chimique et la cinétique de sécrétion de la MP dépendent de 1I’espéce du moustique.

On comprend qu’il faille au parasite un équipement enzymatique spécifique pour passer
cette premicre barriere physiologique quand la mise en place de la MP est précoce. C’est
dans le couple P.gallinaceum/An. aegyti. Par contre, chez les couples An.
Stephensi/P.falciparum ou An. atroparvus/ P.berghei, la MP est d’apparition plus tardive
et ne géne pratiqguement pas la migration de 1’ookinéte. D’autres ont concerné des couples
parasites-moustiques réfractaires ou sensibles, en présence ou aprés inhibition de synthese
de la matrice chez le moustique, pour apprécier le role de celle-ci sur I’infectivité
[54];[57]; il en ressort qu’il n’existe pas d’argument formel sur le role limitant de la MP

sur I’infectivité des Plasmodium.
4.46.2 L’encapsulation mélanique dans I’hémolymphe :

C’est le premier mécanisme de résistance du moustique au Plasmodium a avoir été
réellement caractérisé du point de vue génétique et physiologique. Cette résistance se
manifeste par la production d’une capsule de mélanine autour des ookinétes du
parasite lorsque ceux-ci émergent sur la face basale des cellules épithéliale de
I’estomac de I’insecte entre 16 et 24 heures aprés le repas sanguin [58]. Les
hemocytes du moustique ne sont pas impliqués dans le processus d’encapsulation,

indiquant que le mécanisme est de type humoral [59].

4.4.6.3 Lalyse intracellulaire des ookinétes dans I’épithélium de

I’estomac :

La lyse des ookinétes du parasite se fait peu de temps apres I’invasion des cellules de
I’épithélium de I’estomac du moustique. Ce mécanisme de lyse intracellulaire se distingue du
mécanisme d’encapsulation décrit ci-dessus de plusieurs maniéres. Les ookinetes détruits par
ce mécanisme ne sont pas mélanisés, mais présentent une dégénérescence rapide des organites
cellulaires et une nécrose apparente [60] tandis que les parasites déja encapsulés gardent une

apparence ultra-structurale normale jusqu’au moment ou ils commencent a degénérer [58].
4.4.6.4 Les parametres biologiques du moustique :

Entre les individus d’une méme espéce, la variation sanguine ingérée est probablement un

facteur important de I’infection chez le moustique. Or, trés peu d’études se sont penchées sur
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ce probleme : la moyenne de sang ingéré par un lot de moustique a bien été rapportée [61]

mais, & notre connaissance, la distribution des valeurs n’a pas été connue.

L’age du moustique est important, puisque le premier repas de sang est celui ou le
moustique s’infeste le plus facilement, probablement parce qu’un repas de sang accélére la
vitesse de digestion du repas suivant [62]. Un age trop avance du moustique lors de la
prise d’un repas de sang infectant est défavorable a I’achévement du développement

sporogonique, a cause d’une survie amoindrie de 1’ Anophele [49].

La nutrition du moustique femelle est également un facteur important sous 1’angle de
’alternative entre un repas de jus sucré ou un repas de sang. Aprés un repas de sang
infectant, un repas de jus sucré est préférable a un repas sans sucre pour une infectivité
supérieure du moustique [63].Par ailleurs, les moustiques qui prennent exceptionnellement
des repas de jus sucré ont un développement gonotrophique court. Ceci est peut-étre lié a
I’exigence d’un apport nutritif important exigé par certaines especes de moustiques et plus
aisément procuré par le repas de sang. Méme si un repas de jus sucré est disponible dans
I’environnement, ces especes rechercheraient plutdt un repas de sang, et telle qu’An.
gambiae par exemple, ont donc une fréquence de pigdres élevée et sont plus fréquemment

en contact avec un homme [35].
4.4.7 Facteurs environnementaux :

Les facteurs climatiques influencent considérablement la répartition géographique et
I’épidémiologie du paludisme. Ils interviennent sur la transmission par trois mécanismes

partiellement liées.
4.4.7.2 Leclimat:

Le climat a une influence sur (i) la répartition et I’abondance des Anopheles vecteurs, (ii)
la possibilité et le succés du développement sporogonique du parasite a 1’intérieur du

vecteur, (iii) la modulation du contact homme-vecteur.
4.4.7.3 Latempérature :

Elle influence la durée du développement sporogonique du parasite, la durée du
développement pré-imaginal du vecteur et la survie de I’anophéle adulte. Au-dela de 35°C
et en deca de 18°C, le développement sporogonique de P.falciparum est stoppé; a la

température de 20°C, 24°C et 30°C, il est respectivement de 20, 11 et 9 jours. L’espéce
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P.vivax supporte des températures plus modérés, jusqu’a 15°C, et a la température de

20°,24° et 30°C, le développement sporogonique est respectivement de 16, 9 et 7 jours.
4474 L’humidité :

L’humidité influence la survie des moustiques adultes, et par la méme occasion le succes
du développement sporogonique. Cette humidité doit étre relativement élevée pour une

survie optimale (I’humidité relative conseillée est de 70 a 80 % en insectarium).
4.4.8 Les méthodes de lutte contre le paludisme :

La lutte contre le paludisme est axée sur trois volets : la lutte antivectorelle ; la lutte contre
le parasite (chimiothérapie et chimio-prophylaxie) ; et le développement de stratégies

vaccinale.
4.4.8.2 La lutte anti-vectorielle :

Cette lutte est base sur la rupture et la réduction contact Homme vecteur. Différents
méthodes de luttes sont applicables contre les laves et ou contre les adultes. Cette lutte

peut étre : biologique, physique et chimique.
4.4.8.2.1 La lutte biologique :

Cette lutte s’effectue au niveau des gites et consiste a détruire les laves avant qu’elles ne

deviennent des adultes capables de transmettre la maladie.

L’exemple le plus connu est celui des poissons larvivores, qui se nourrissent de larves de
moustique. Parmi les principales espéces a avoir été introduites avoir succés dans
différents pays, il y’a le « top minnow » ou poisson & moustiques (gambusia affinis) et le
« guppy » (poecilia reticulata). Gambusia, est plus efficace dans les eaux claires, tandis
que poecilia est utilisé avec succes dans les eaux polluées de matiéres organiques. Poecilia
supporte des températures plus élevées que Gambusia et convient donc mieux dans les
rizieres des pays chauds. Cependant, a I’inverse de Gambusia, il ne peut survivre a des
températures inférieures a 10°C [64] bacillus thurigiensis israelensis (Bti) est un autre
exemple de méthode de lutte biologique. C’est une bactérie qui produit des toxines trés
actives contre les larves par ingestion. A dose normale, elle est sans danger pour ’homme,
les autres insectes, les poissons et animaux supérieurs. Elle peut étre utilisée dans eaux
d’irrigation des cultures vivriéres et dans les eaux de boisson. Le Bti a le désavantage de
n’étre active que pour ingestion, puis sa densité¢ I’entraine au fond alors que les larves
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d’anophele se nourrissent en surface. Elle se détruit trés rapidement dans les milieux

naturels et doit donc étre réappliquée périodiquement [8].
4.4.8.2.2 La lutte physique :

C’est une modification intentionnelle du biotope, qui vise a faire disparaitre ou réduire par
des moyens physiques les nappes d’eau de surface dans lesquelles les moustiques se

développent [65] On distingue :

Le drainage qui consiste a faire évacuer les eaux du gite a I’aide d’un drain vers un milieu
récepteur naturel (tel qu’un cours d’eau, un drain perméable etc...). Il a I’avantage
d’évacuer rapidement les eaux et d’entrainer ceufs et larves vers des assurés milieux
défavorables a leur développement ou leurs destruction rapide est assurée. Mais la
disponibilité d’un milieu récepteur naturel situé a une distance raisonnable du gite peut

constituer un facteur limitant de cette méthode.

La mise en en boite consiste a concentrer les eaux dans les tranchées, et par conséquent
réduire la superficie du gite & empoissonner. Cette méthode est utilisée dans le cas de gites
importants situés loin d’un milieu récepteur naturel. Cette mise en tranchée, nécessite la

connaissance du volume d’eau dans le gite.

Le captage des résurgences : ces résurgences proviennent de nappes artésiennes ou nappe
captives. Pour éliminer ces résurgences on peut utiliser soit : (i) le pompage a ’aide d’une
pompe & moteur ; (ii) I’installation d’une pompe éolienne ; (iii) I’aménagement en puits ;
(iv) le drainage vers un milieu récepteur naturel. Ces solutions sont fonction du débit de la

source et, de la permanence de celle-ci.

Le comblement : certains gites peuvent étre ¢liminés a 1’aide de matériaux (pierres, débris
de construction). Cette méthode est surtout utilisée pour des gites de petite superficie, et
de profondeur moyenne. Ces matériaux devront souvent étre transportés sur de longues

distances, et nécessitent d’étre compactés, ce qui €leves le colt du comblement.

A part la solution de comblement, toutes les autres nécessitent souvent un travail
d’entretien (désherbage, curage, mise a bord franc, etc...). D’une fagon générale, les
travaux de génie sanitaire peuvent étre améliorés par un reboisement au niveau des

surfaces assainies.
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Le reboisement il est bénéfique et rentable de prévoir la plantation d’arbres, comme
I’eucalyptus ou autres végétations hydrophiles dans les sols humides regroupant plusieurs

résurgences d’eau faible débit mais d’écoulement continu.
4.4.8.2.3 La lutte chimique :

Il s’agit de répartir, uniformément et périodiquement, une certaine quantité de pesticide
sur la surface de I’eau qui abrite les gites larvaires et d’exposer la mort des arthropodes

par empoisonnement.

Les insecticides organophosphorés sont les plus utilisés en dépit de leur niveau de

résistance en augmentation dans certaines régions.

Le Temephos qui a une tres faible toxicité pour les mammiferes a été le larvicide le plus
utilisé dans le monde [64]. . 1l peut étre mis dans I’eau d’irrigation et a aussi été utilisé

pour traiter les eaux de boisson. Il est cependant toxique pour les poissons.

Le Fenthion est aussi communément utilis¢ a condition de ne pas contaminer 1’eau de

boisson et les aliments [64].
4,49 La lutte anti-adulte :

Différentes méthodes sont utilisées pour la lutte contre les moustiques adultes et ou limiter

le contact Homme-vecteur [65]. Il s’agit :

- Des grillages fins imprégnés d’insecticide aux fenétres et s’assurer réguliérement qu’il
n’y a aucun trou. Les bouches d’aération et de ventilation doivent aussi étre grillagées.
La climatisation est trés efficace car le froid ralentit I’activité et la reproduction des
insectes.

- Des diffuseurs électriques qui protegent la chambre pendant 45 nuits (8 a 10 heures
par nuit) en diffusant régulierement un insecticide inoffensif ;

- Des spirales insecticides a combustion lente assurent également une bonne protection
périodique et tuent les insectes. Elles peuvent étre utilisées sous une véranda ou dans
une piece aérée. Elles protégent pendant 6 a 8 heures ;

- De moustiquaires chiguement imprégnées qui est une des protections les plus efficaces
contre les moustiques, aussi bien a I’intérieur qu’a 1’extérieur des maisons. Pour un
maximum de protection, ces moustiquaires doivent étre en bon état, maintenue

attachées dans la journée et rabattre les bords sous le matelas au couché. L’utilisation
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de moustiquaires imprégnées d’insecticide réduit considérablement le risque de
transmission du paludisme dans une région ou le paludisme est endémique. C’est
I’idéal pour la protéger les jeunes enfants et les femmes enceintes qui ne peuvent pas
toujours utiliser les autres mesures contre le paludisme.

- Utiliser les bombes insecticides (spray) qui offrent une protection de courte durée,
juste quelques minutes apres leur pulvérisation .Ils restent utiles, avant d’entrer dans la
piece, ou avant d’aller dormir pour tuer tout insecte ayant pu pénéetre.

- Application de répulsifs sur la peau a base de DEET (N. N-diéthyl-3-
méthylbenzamide), d’IR 3535, de picaridine ou de citriodiol, d’éthythexanediol (EHD)
ou de diméthylphtalate (DMP)

- L’information et la formation en continue [66].

4.4.10 La lutte génétique :

Elle est basée sur la manipulation du patrimoine génétique des moustiques afin d’obtenir
des individus transgéniques qui peuvent étre soit stériles, soit réfractaires aux parasites
qu’ils transmettent habituellement [67]. Elle consiste a lacher des Anopheles males
stériles [65].

4.4.11 Chimio-prévention :

Elle consiste en 1’administration d’un médicament de telle maniére que sa concentration
sanguine est maintenue au-dessus du niveau qui inhibe la croissance des parasites, au
stade pré-érythrocytaire ou érythrocytaire du cycle de vie du parasite pendant la durée de
la période de risque [68]. Aucun moyen préventif n’assure a lui seul une protection
complete contre le paludisme [69]. Ce pendant I’OMS recommande la chimioprophylaxie
pour les personnes non immunes et les femmes enceintes vivant en zones d’endémie

palustre [1]

44112  Traitement préventif intermittent chez les femmes enceintes
(TPI) :

Le TPI consiste a I’administration intermittente et systématique d’un moins trois (3) cures

de trois (3) comprimés de Sulfadoxine et Pyriméthamine (SP) [1] .
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4.4.11.3 Chimio-prévention saisonniére du paludisme (CPS) :

Elle consiste a I’administration de la Sulfadoxine Pyriméthamine plus Amodiaquine
(SP+AQ) [1].

44114  Chimioprophylaxie des expatriés et les voyageurs :

Chimioprophylaxie du paludisme doit étre prise pendant tout le séjour dans une zone
endemique et doit étre poursuivre apres le retour de la zone endémique pendant une durée

variable selon le médicament prescrit.
4.4.12 Chimiothérapie :

Elle repose sur I’utilisation molécules antipaludiques qu’on peut classer selon leurs
propriétés pharmacologiques, leurs propriétés chimiques, leurs origines. Ces molécules
sont utilisées en fonction du stade de la maladie et de la sensibilité du parasite aux

antipaludiques.

4.4.12.1 Classification selon leurs propriétés pharmacologiques

++ Les schizonticides :

Ils sont actifs sur les schizontes, mais inactifs sur les gametes. Ce sont : la quinine et ses
sels, les amino-4 quinoléines, les biguanides et dérivés, les diaminopyrimidines et les

sulfamides.
+» Les gametocytocides :

IIs sont actifs que sur les gameétes .Ce sont principalement les amino-8-quinoléines.
Certains antipaludiques comme 1’artémisine et ses dérivés auraient a la fois les activités

schizonticides et gametocytocides.

4.4.12.2 Classification selon la famille chimique :
Les méthanols quinoléines : la quinine et la méfloquine ;
Les amino-4-quinoléines : la chloroquine et I’amodiaquine ;
Les amino-8-quinoléine : la primaquine ;
Les antimétabolites antifoliniques: les biguanides et les diaminopyrimidines
(pyriméthamine et triméthoprine) ;

Les antimeétabolites antifoliques : Sulfadoxine, sulfaléne, Dapsone ;

Les phénanthrénes méthanol, halofantrine ;
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v’ Les aryles-amino-alcool : artémisinine et dérivés (Artéméther, Artésunate).
4.4.12.3 Classification selon I’origine :

v' Origine naturelle : quinine, artémisine et dérivés ;
v' Origine synthétique : la méfloquine, chloroquine, amodiaquine,
primaquine, halofantrine, les antifoliques et les antifoliniques [70].

4.4.12.4 Traitement des acces palustres simples :

Le traitement du paludisme simple a pour objectif de guérir rapidement le patient et

empécher une progression de I’infection vers une maladie grave.

Les schizonticides tissulaire qui ont une activité sur les formes pré-érythrocytaire du
plasmodium peuvent aussi étre utilisés pour prévenir la rechute dans certaines infections

P. ovale ou vivax qui présente des formes hypnozoites.

- Les schizonticides utilisés pour les stades sanguins du plasmodium sont recommandés
pour le traitement aussi bien symptomatique qu’asymptomatique. Ce type de

médicament est le plus utilisé dans le traitement du paludisme.

Les gamétocytes détruisent les formes sexuées du plasmodium ; ils ont la possibilité d’agir
aussi bien sur les formes sexuées portées par I’lhomme mais également sur celles qui sont
ingérées par les Anopheéles lors du repas sanguin. Généralement, nous retrouvons dans

cette catégorie les Amino-8-quinoléine : primaquine, tafénoquine.

Les CTA recommandés par I’OMS pour le traitement du paludisme simple a Plasmodium

falciparum

- Artéméther + Luméfantrine

- Artésunate+ Amodiaquine

- Artésunate+ Méfloquine

- Dihydroartémisinine+ Pipéraquine

- Artésunate+ Sulfadoxine+pyriméthamine (SP).

Le traitement complet avec CTA se fait sur une durée de 3 jours [64].
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4.4.12.5 Traitement acces Pré-transfert du paludisme grave :

Si toutefois le temps de transfert d’un patient dans une structure sanitaire peut dépasser 6
heures, I’OMS recommande un traitement pré-transfert en administrant un des

médicaments suivant :

= Artésunate par voie rectale,
= Artésunate IM

= Artéméther IM

= Sel de quinine IM

Il est aussi important d’administrer avec un traitement de pré-transfert un antibiotique a
large spectre. Puis transférer immédiatement le patient vers 1’établissement qui convient

pour poursuivre le traitement [64].
4.4.12.6 Traitement des acces palustres graves :

Le traitement du paludisme grave a pour objets de sauver la vie du patient, de prévenir les

handicaps probables et de prévenir les infections recrudescentes.

Toutes les formes graves du paludisme chez I’enfant et 1’adulte doivent étre avec traité
avec de I’Artésunate en injection intraveineuse ou intramusculaire a 1’admission (t= 0), a
12h suivant la premiére administration puis chaque 24 h jusqu’a ce que la gravité de la
maladie soit atténuée, puis compléter par un traitement de relais per os avec une cure

compléte de trois jours avec les CTA efficaces.

Dans les milieux ou I’artésunate injectable n’est pas disponible, 1I’Artéméther injectable
est préféré. On peut utiliser la quinine dans les cas de paludisme grave chez I’enfant et
I’adulte. Néanmoins, elle doit étre utilisée avec beaucoup de précaution car elle peut

entrainer de graves troubles [64].
4.4.13 Association des antipaludiques :

L’association des antis malariques a effets synergique ou additive permet d’augmenter
I’efficacité des médicaments et d’assurer une protection mutuelle des molécules contre
I’acquisition de resistance des résistances des plasmodies, essentiellement de P.
falciparum. Les molécules combinées limitent la sélection des chimiorésistances grace a

leurs modes d’actions différents.
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4.4.13.1 Les combinaisons sans artémisinine :
- Sulfadoxine Pyriméthamine(SP)
- Chloroquine plus Sulfadoxine Pyriméthamine (CQ-SP)
- Amodiaquine plus Sulfadoxine Pyriméthamine (AQ-SP)
- Méfloquine plus Sulfadoxine Pyriméthamine (MQ-SP)
- Chloroquine plus Proguanil (CQ-PG)
- Atovaquone plus Proguanil (A-P)
- Quinine plus Tétracycline ou Quinine plus Doxycycline en zones

quininorésistance (Forets d’Asie du sud-est et Amazone) ;
4.4.13.2 Les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisine (CTA) :

Les parasites résistent de plus en plus médicaments antipaludiques les plus usuels comme la

chloroquine ou I’association Sulfadoxine Pyriméthamine (SP) [71].

Cette situation est a I’origine de nouvelles stratégies de traitement basées essentiellement sur

des combinaisons de différentes molécules.

La combinaison la plus usitée est a base d’artémisine d’ou I’appellation d’ Artemesinine-based

combinaison thérapie (ACT) :

- Artéméther-Luméfantrine (AL)

- Artésunate plus Amodiaquine (AS-AQ)

- Artésunate plus Méfloquine (AS-MQ)

- Dihydroartémisinine plus pipéraquine (DHA-PQ)

- Artésunate plus Sulfadoxine pyriméthamine (AS-SP) [7].

4.4.14 Mise au point d’un vaccin antipaludique :

Au vu de I’augmentation inquiétante de la résistance aux insecticides et de la résistance des
parasites a la plupart des antipaludéens, le développement d’un vaccin reste une voie de
recherche majeure. Différents essais de vaccinations sont conduits dans plusieurs laboratoires
spécialisés. La recherche de vaccins antipaludiques repose sur I’identification et la production

d’antigéne qui déclenche une réponse immunitaire protectrice chez 1’homme.

Les antigénes cibles apparaissent a des niveaux différents du cycle parasitaire. Pour les
antigenes 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
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vaccins de blocage de la transmission réside dans ’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 mutant résistants aux autres vaccin [49].

Ces recherches sont difficiles et a plusieurs reprises, des résultats préliminaires, qui
semblaient prometteurs, n’ont pas été¢ confirmés. On peut envisager de disposer un jour d’un

ou plusieurs vaccins contre le paludisme.

Les vaccins bloquant la transmission induisent des anticorps empéchant la maturation des
stades sexués du parasite chez le moustique. Les formes sexuées se développement dans les
globules rouges quelques semaines aprés infestation et sont infectantes pour les moustiques
qui piquent des sujets infectés. Avec une couverture large, ces vaccins pourraient réduire la
transmission du paludisme dans les régions d’endémie en diminuant le nombre de moustiques
infectés. Un vaccin bloquant la transmission contribuerait également a empécher 1’apparition
de parasites pharmaco-résistants e/ou de variant susceptibles d’échapper au vaccin,
sélectionnés sous 1’effet de vaccin de stades sanguins asexués et de stades pré-érythrocytaire

partiellement efficaces.

Au stade des formes sexuées du parasite dans le sang, les chercheurs tentent d’obtenir un
vaccin dit « altruiste ». En effet, il ne s’agit pas de protéger I’individu, mais d’empécher la
transmission du parasite au moustique. Ainsi, la transmission du parasite a un autre hote sera
interrompe et le cycle du paludisme aussi. Ces candidats de vaccins ne concernent pas 1’étre
humain dans un premier temps car les TBV ou transmission blocking vaccins agissent au

niveau du moustique.

De plus, le paludisme se transmet dans un perimetre de quelques centaines de metre de la
source infectée et le TBV apparait comme le moyen de protéger toute une communauté [72].
Le TBV cible antigénes présents dans les gametes et la reproduction d’anticorps est stimulée.
Ces dernier, qui circulent librement dans le sang sont ingérés par le moustique pendant son
repas sanguin et detruisent les différentes etapes du parasite dans le systéeme alimentaire du

moustique.

Ce type d’immunité est utilisé par les anticorps contre les antigenes des protéines de surface
du parasite, qui ont émergé des globules rouges nouvellement infectés dans I’intestin du
moustique. Les anticorps sont provoqués par la vaccination de 1’hote intermédiaire immunisé

ne seront pas infectés. Les anticorps contre les gamétes empéchent leur fécondation ou
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détruisent les gamétes ou zygotes dans les 10 a 15minutes aprés I’entrée dans le systeme
alimentaire du moustique. Les anticorps agissent sur les ookinetes sont efficaces entre 12 a 24
heures au plus tard pour les empécher de pénétrer dans I’intestin et de forme les sporozoites,

lesquels pourraient éventuellement infecter un autre hote intermédiaire [72].

4.4.14. 1 Les antigénes de ’immunité du blocage de la transmission
du paludisme :

4.4.14.1. 1 Les antigénes de pré-fécondation :

Plusieurs antigenes ont été identifiés comme étant présents majoritairement sur les surfaces
des gametes males et femelles. Les plus fréquemment étudiés sont Pfs230 et Pfs48/45 contre
lesquels des anticorps agissent pour bloque la transmission in vitro. C’est une preuve que ces
protéines peuvent étre impliquées dans le processus de fécondation. Cependant, un travail
important est nécessaire avant que le blocage de la transmission du parasite soit pleinement
efficace in vivo. Le développement de ces antigenes pour un vaccin est toujours au stade

initial de la recherche.

Pendant une infection naturelle, ces antigénes de pré-fécondation sont aussi présents dans
I’hote intermédiaire, lequel dans un individu vacciné peut entrainer une augmentation

naturelle des anticorps [72]
- Pfs48/45

Un autre candidat TBV pour controler la propagation de P.falciparum est Pfs48/45. Le
Pfs45/48 gene code pour une unigque protéine qui migre comme une double bande dans des
conditions non-réductrices [73] .Cette protéine est exprimée aux surfaces des gamétocytes et

gameétes de P. falciparum et a un rdle central dans la fertilité des gamétes méles [74].

Les tentatives pour exprimer cette protéine dans sa forme native en utilisant les differents
systemes, tels que la bactériémie [73], le virus de la vaccine et la levure [75] ont échoué en
raison de pliage incorrect. Cependant, 1’expression de la forme recombinante de Pfs48/45
(Pfs48/45-10C) dans E. coli suit ou les étapes de repliement correct dans 10-20%, induite

chimiquement.
4.4.14.2 Les antigénes de post-fécondation :

La deuxiéme classe des antigenes consiste en des protéines exprimees exclusivement ou en

prédominance sur les zygotes ou les ookinetes, lesquels peuvent ne pas étre présents chez
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1I’hote intermédiaire. Les réponses des anticorps ne peuvent donc pas étre décuplées apres une
infection naturelle. Une étude d’ADN génomique, a localis¢ 10 descendances de génes de
Pfs28 et Pfs25 sur le chromosome 10 ayant le méme mode de transmission génétique [76].Ces
protéines sont des cibles pour les anticorps qui interferent avec la maturation des ookinétes et
la formation des oocystes. Bien qu’elles ne montrent aucune synergie, P25 et P28 ont
partiellement des fonctions redondantes. La méme étude a suggéré que ni 1’une ni 1’autre de
ces molécules ne doit étre utilisée individuellement en ce qui concerne la survie du parasite
mais 1’absence de résultats communs a P25 et P28 subsiste. Il apparait donc essentiel de cibler

ces molécules simultanément dans un vaccin.

Le candidat TBV-Pfs25 est disponible, au Mali en cours d’essai de phase la/llb sur des
volontaires humains, apres avoir été réalisée chez des adultes non exposés au paludisme aux
Etats Unis.

- Pfs25

Pfs25 est une protéine de 24 KDa exprimée sur la surface de zygote et ookinéte stade de P.
falciparum et composée de quatre tandem facteur de croissance épidermique dans les
domaines I’EGF en anglais « epidermal growth factor » est une hormone protéique [76].
L’infectivité était presque €éliminée quand la concentration d’anticorps monoclonaux a été

portée a 200ug/ml et de 1’activité de blocage de la transmission était compléte [76].
- Pfs28

Pfs28 est une protéine de 28 KDa exprimée et conservée sur la surface connue de P.

falciparum, dans une phase transitoire entre zygote et ookinéte.

L’activité de blocage de la transmission contre P.falciparum a été encore améliorée lorsque
Pfs25 et Pfs28 étaient exprimées comme une seule protéine chimique dans la levure, la 25-28¢
protéine recombinante. La vaccination avec 25-28c protéine recombinante a arrété
complétement le développement des oocystes plus tdt, en utilisant une dose plus faible et
pendant une grande période, que la vaccination soit avec Pfs25 ou Pfs28 seul ou combinaison
des deux [77].

Theése de pharmacie ( 36 Diarrahou Diarra

'



Etude de I’efficacité et de la variabilité des anticorps monoclonaux dans I’infectivité des gamétocytes
de Plasmodium falciparum chez Anopheles coluzzii en zone d’endémie palustre de Nanguilabougou.

5. Genéralités sur P’infestation expérimentale

51 Définition :
C’est une technique qui consiste a gorger des femelles néonatales avec du sang d’un sujet de
gamétocytes. Il existe différents méthodes d’infestation : une dite « directe » et ’autre

« indirecte ».
5.2  Historique :

En 1957, Muirhead-Thomson a publié les premieres 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 I’Afrique de 1’Ouest que 10-11% des individus étaient
infectieux pour les moustiques. Cette étude lui a permis de grouper les porteurs de

gamétocytes par tranches d’age en fonction de leur infectivité pour les moustiques.

En 1988 Graves et al, ont publiées les résultats des études d’infectivité basées sur I’infection
directe. La technique fut utilisée aussi par [78] pour caractériser la transmission du paludisme

a Kataragama au Sri-lanka.

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
[79].

5.3 Infestation directe ou « direct feeding » :

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

technique est aussi souvent appelée en anglais « Direct Skin Feeding » [80].
54 Infestation sur membrane ou « membrane feeding » :

Les moustiques sont gorgés sur du sang a travers la membrane (para-film) d’un dispositif
appelé « feeder » pendant 10-15mn. Lorsqu’on utilise du sang infecté prélevé chez un porteur
de gamétocytes, cette technique prend 1’appellation de anglo-saxon « Direct Membrane
Feeding Assay » [81].
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5.5 Intéréts :

Ces deux méthodes ont permis de comprendre et d’expliquer plusieurs phénomenes dans la

problématique du paludisme, et constituent de bons outils de travail.
5.6 Infectivité des porteurs de gamétocytes pour le moustique :

Seuls les porteurs de gamétocytes matures de P. falciparum sont infectants pour les
anopheles. Cependant, tout porteur de gamétocytes n’est pas nécessairement infectant. Ceci
s’explique par de nombreuses considérations sur les facteurs limitant le développement
sporogonique, exposées ci-apres, et qui sont groupés en facteurs « moustique »

facteurs « parasite » facteur « humains ». En pratique, il faut envisager :

- Le role inhibiteur de I’immunité naturelle bloquant la transmission chez certains
porteurs ;

- L’absence d’infectivité des gamétocytes de stade V encore trop jeunes ;

- Un mauvais rendement du développement gamétocyte d’oocyste ;

- Le traitement préalable du porteur de gamétocytes par un sporonticide (comme
Sulfadoxine pyriméthamine) ;

- Un grand déséquilibre du sex-ratio des gametes.

Inversement, il est possible d’observer des sujets infectant les moustiques malgré un test
négatif pour le dépistage des gamétocytes en goutte épaisse. Plusieurs explications sont

possibles :

- Ladensité gamétocytaire est en dessous du seuil de détection du test ; la détection des
gamétocytes peut alors étre améliorée en faisant sécher rapidement la goutte épaisse,
par exemple dans un four a micro-ondes ou bien en utilisant la méthode QBC ou une
technique PCR, le QT-NASBA [82]; ;

- La présence de gametocytes dans le derme, ou dans le compartiment lymphatique
[82];

- Lanon-équivalence entre la densité gamétocytaire mesurée dans le sang capillaire et la
densité ingérée par le moustique, notamment a cause d’une grande variabilité du
volume sanguin ingéré par chaque moustique, ou du fait d’une agrégation des

gametocytes circulants [83] ;
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- Une derniére hypothése pourrait étre le décollement des gamétocytes durant la
coloration de la goutte épaisse non fixée, comme cela a été observé pour les

Trophozoite de P.falciparum [84].

Ainsi seuls quelques-uns de ces facteurs peuvent étre exploités du point de vue

épidémiologique a savoir la prévalence et la densité gamétocytaire.

Ceci pourrait étre a 1’existence d’une probable corrélation entre la charge gamétocytaire et
I’infectivité du porteur pour le moustique [85]. Actuellement, ils restent les seuls parametres

utilisés sur le terrain.
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METHODOLOGIE
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6. Méthodologie

6.1 Site d’étude :

Le village de Nanguilabougou et son hameau Kouroubabougou ont été choisis comme site
d’étude.

Le village de Nanguilabougou est situé a 63 Km au Sud-Ouest de Bamako sur la rive gauche
du fleuve Niger. 11 s’entend le long de la route reliant Bamako a Kankan (en Guinée), limité
au Nord-Est par le village de Bancoumana, au Sud- L’Est par le fleuve Niger, a ’Ouest par le
village de Kouroubabougou, au Sud-Ouest par le village de Nianganabougou, le village est
accessible en toute saison. Le village fait partie du district de Bancoumana, il est situé a 3 Km

au Nord de dernier.

Dans cette zone, le paludisme y est hyper-endémique et sa transmission est intense pendant la

saison des pluies. Le village est a 3 Km du fleuve Niger.
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Figure 6 : Carte du Mali indiquant le site d’étude (Nanguilabougou).
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6.2 Population :

La population de Nanguilabougou et son hameau est estimée a 800 personnes, composée
essentiellement de Malinké (98% de la population) et les enfants constituent la majorité de la
population (Recensement du village de Nanguilabougou 2017). Cette population tend vers le

cosmopolisme avec I’immigration des Bambara, des Peulhs et des Dogons.
6.3 Historique :

La création du village remonterait au 18éme siecle quand les fondateurs vinrent occuper
I’actuel site quittant leur village d’origine qui se trouvait sous 1’0ccupation des troupes
d’Almamy Samory TOURE. Pour la méme raison socioculturelle, le village a décidé de taire

sur le nom des premiers chefs.
6.4 Relief et hydrographie :

- Relief :
Les grandes unités de paysage du terroir de Nanguilabougou se composent :

+  Glacis d’érosion : située au Nord du village, s’étend dans la plaine alluviale en bande
longitudinale de direction Ouest-Est. Sa superficie est de 144 ha. Elle est caractérisée par des
sols gravillonnaires peu profonds avec souvent de faibles recouvrement de sols hydromorphes

de texture limono-argileuse.

+ Plaine alluviale : s’étend sur une superficie de 944 ha, elle occupe tout le centre du terroir
hormis la bande gravillonnaire. Elle est caractérisée par des sols limino-argilosableuses qui

sont trés fertiles.

+ Bas-fond : occupent les parties extrémes Nord et Sud du village. Elle est exploitée pour le
maraichage et la riziculture. Sa superficie est de 528 ha.

+ Bourrelet de berge : occupe une surface de 112 ha, borde les eaux du fleuves Niger. Elle
sert de passage opposé au fleuve et est exploitée pour la culture du sorgho, du gombo et du
mais.

- Hydrographie :

Les deux principaux cours d’eau arrosant le village de Nanguilabougou sont le « koba »

coulant a la limite Nord du village et le « fleuve Niger » limitant le village au Sud. Ces deux
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cours d’eau sont d’une importance capitale pour 1’économie du village. Ils sont utilisés surtout

pour le maraichage, la péche et I’abreuvement des animaux.

En plus de ces deux cours d’eau, il existe trois mares (Somadji, Missilami dalani et Farateba

dalani) toutes situées au Sud du village. Elles servent de péche et d’abreuvement des animaux.
6.4 Climat et végétation :
- Climat :

Nanguilabougou jouit d’un climat de type soudanien. Il existe deux saisons :
L’hivernage qui s’étend de Juin a Octobre et la saison seche de Novembre a Mai.

La pluviométrie annuelle varie de 800 a 1200 mm ; La température est tres variable au cours
de I’année dont la plus basse (18°C) est observée au mois de Janvier et la plus forte au mois

de Mai (38°C). Les vents dominants sont :

-La mousson qui apporte la pluie, souffle de I’Est a ’Ouest ; elle est violente en début et en

fin d’hivernage ;

-L’harmattan souffle du nord-est au sud-ouest. Il séche les cours d’eau, jaunit les feuilles des

arbres et provoque et provoque la chaleur.
- Végetation :

La végétation est constituée d’une forét claire. Elle est de type savane herbeuse avec quelques
galeries forestieres le long du fleuve Niger et de son affluant. On y rencontre de grands arbres
tels que : la Karité (N.S Vittelaria paradoxa ; N.V : Sii en bambara), le néré (N.S : Parkia
biglobosa) ; le tamarinier (N.S : Tamarindus indica) ; le toro (N.S : Ficus gnaphalocarpa), les
genres Combretum Guiera (N.V : N’goudié en Bambara) et les arbustes recouvrant une strate

herbacés.
6.5 Economie :

Les principales activités économiques pratiquées sont 1’agriculture, 1’élevage, la péche. A la
fin de la saison de pluies, la population effectue des activités génératrices de revenus telles
que : le maraichage, la péche, les petits commerces (arachides, beurre de Karité etc. ...).
L’agriculture est basée sur les cultures vivriéres (mil, sorgho, riz, arachides et haricot) ; les
cultures maraicheres (tomates, oignons, aubergines, salades, chaux et pasteque) ; ainsi que les

cultures de plantation (manguier, bananier, organier, citronnier, manioc et papayer). Les
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populations pratiquent 1’¢levage de bovins, d’ovins (moutons), de caprins (chévres), d’équins
(anes), et de volaille (poules et pintades). La péche pratiquée dans le fleuve est
essentiellement basé sur la forge, la confection de cordes, de filets pour la péche etc...

6.6 Organisation administrative :

Le chef du village est nommé au sein du lignage « DOUMBIA » fondateur du village et
suivant la lignée patrilinéaire. Le chef de village est appelé & assurer la cohésion sociale a
travers la gestion des conflits sociaux de facons impartiale. 1l est assisté par quatre (4)
conseillers nommés a I’issue d’issue d’une assemblée villageoise en fonction de leurs valeurs
intrinséques. Les conseillers servent en outre de courroie de transmission entre

I’administration et de village a travers la couverture des impdts et taxes.
6.7 Infrastructure scolaire et socio-sanitaire :

Le village dispose d’une mosquée, d’un centre culturel réalisé par la FONDEM (Fondation-
Energie-Monde), d’un centre d’alphabétisation réalisé par AMAPROS et d’une école

fondamentale « premier cycle de cing classes ». Le village ne dispose pas de centre de santé.

6.8 Habitats et coutumes :
- Habitats :
Les différents types d’habitations rencontrés sont :

+ Les maisons traditionnelles rectangulaires en banco couvertes de terre sont les plus

nombreuses,
+ Les maisons rectangulaires en banco couvertes de toles,

+ Les cases rondes en banco coiffées d’une toiture en paille.
- Coutumes :

Dans ce village est essentiellement pratiqué la religion musulmane, les aliments les plus

consommeés sont : le riz, le tot a base de mil.
Justification du choix de Nanguilabougou et de son hameau Kouroubabougou

Cinq principales raison justifient le choix de ce village comme site de note étude :
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6.9 Justificatifs du choix de Nanguilabougou :

- L’étroite relation entre le MRTC et le village de Nanguilabougou ;

- Latransmission du paludisme y est endémique

- Les études entomologiques effectuées dans la zone de Bancoumana en 1994 ont
montré que la transmission du paludisme est assurée par An. gambiae s.s et
An.arabiensis ;

- Levillage de Nanguilabougou est exempt de pression medicamenteuse antipaludique ;

- Lasituation du village a 63 Km de Bamako, ce qui permet d’accéder au village au

bout de deux (2) heures en toute saison de I’année.

6.9.1 Type et période d’étude

C’est une étude longitudinale avec des passages transversaux répétés. Elle s’est déroulée de

Juillet a Décembre 2017 avec quatre passages transversaux.

6.10 Echantillonnage :

- Porteurs de gamétocytes :

L’¢étude a porté sur les enfants agés de 5 a 15 ans car la tranche d’age la plus touchée par le
paludisme et qui infeste mieux les moustiques (Touré. et al, 1998). Au cours de notre étude, la
sélection des porteurs de gamétocytes a été faite par sélection rotative de soixante enfants pris
au hasard dans le village. Le dépistage de ces enfants pour le portage de gamétocytes
s’effectuait jusqu’a 1’obtention d’au moins deux porteurs pour les séances de 1’infestation

expérimentale.

- Pour la population Anophélienne :

rer r.o.c

savoir, An. coluzzii par Coetzee et al. 2013 a été utilisées pour les séances d’infestation. La
taille des échantillons a été établie en fonction des besoins de 1’étude et la capacité de

I’insectarium.
6.11 Considération éthique :

Le protocole d’étude a été soumis au comité d’éthique de la Faculté de Médecine de
Pharmacie et Odontostomatologie de ’'USTTB du Mali (FMOS, FAPH) avant sa realisation

sur le terrain.
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Apres ’acceptation du protocole, une rencontre a été organisée entre les représentants du
laboratoire, les autorités locales du village pour expliquer les objectif du travail afin d’avoir

leur consentement.

Le travail a été exécuté apres accord du comité d’éthique de la FMOS, FAPH et le
consentement éclairé, écrit et signé de la communauté de Nanguilabougou représentée par le

chef de village et ses conseillers.

6.12 Sélection des enfants de 5-15 ans :

6.12.1 Organisation du travail :
Equipe parasito-clinique :

Composée d’un Interne en Pharmacie, d’un Professeur en parasitologie, d’un Professeur en
I’Entomologie, de cing techniciens de laboratoire, et des 2 guides chargés d’informer les

familles des enfants a la veille de chaque passage.

Pendant le passage, le travail était organisé comme suit :
- Poste 1 ou poste d’identification et de clinique :

Toutes les activités menées a ce poste ont été effectuées par 1’interne aidé par les guides des 2

villages.

Une fiche comportant la date, le numéro, d’identification, le nom, le prénom ; 1’age, le sexe,
le poids, la température, habitants et utilisation des moustiquaires et le niveau de la rate
(splénomégalie, selon la classification de Hackett) étaient remis aux enfants puis dirigés vers
le poste 2.

Toutes ces informations ont été mentionnées dans un registre et gardées au niveau de ’interne
de I’équipe.

Matériel de consultation :

- Thermomeétre

- Balance

- Stéthoscope

- Abaisse-langue

- Médicaments (coartem, métronidazole, paracétamol etc...)
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La splénomégalie était classée suivant la classification de Hackett décrit comme suit :
-Rate 0 : Rate normale, non palpable
-Rate 1 : Rate palpable a I’inspiration profonde

-Rate 2 : Rate palpable sur la ligne mameclonnaire gauche, ne dépassant pas une ligne

horizontale passant a égale distance entre le rebord costal et I’ombilic
-Rate 3 : Rate dépassant cette ligne sans dépasser 1’ombilic

-Rate 4 : Rate dépassant I’ombilic sans franchir I’horizontale passant a égale distance entre

I’ombilic et la symphyse pubienne

-Rate 5 : Rate dépassant cette ligne horizontale

\ e
A

Figure 7 : La classification de la splénomégalie de Hackett.

http://www.impact-malaria.com juin 2011.
Poste 2 ou poste de confection et de lecture de la GE :

Ce poste était constitué de cing biologistes. Apres I’identification de 1’enfant, la goutte épaisse
(GE) était effectuée. Les larmes étaient séchées a 1’air libre a 1’abri des mouches puis
arrangées dans des boites a OMS. Elles étaient colorées 30mn apres leur confection puis la
lecture était faite au microscope objectif 100 pour la détection des gamétocytes. La lecture
était faite aprés sechage par rapport a 300 leucocytes et rapportés a 7500 leucocytes pour

I’estimation de la parasitémie.
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Matériel de prélevement :

- Lames porte-objet

- Vaccinostyles les stériles

- Coton hydrophile

- Alcool 90%

- Gants

- Bic, croyons et feutres

- Boites de collection des lames

- Poubelles
Mode opératoire :

Nettoyer le bout du doigt (index ou majeur) avec un tampon d’alcool. Piquer a I’aide du
vaccinostyle, essuyer la premiere goutte avec du coton sec. Déposer la seconde goutte sur la
lame comportant le numéro d’identification du sujet et la date. Les larmes sont séchées a 1’air

libre, a I’abri des mouches et de la poussiére puis arrangées dans une boite de collection.
Matériels et reactifs de coloration des lames de la GE :

Eau distillée a PH 7,2

Bac de coloration

Ratelier

- Gants

Eprouvette graduée
Technique de coloration :

Placer les larmes dos contre ventre dans le bac de coloration. Ajouter le Giemsa dilué a I’eau
distillée a 3%, Attendre 30 mm, puis rincer avec de I’cau et laisser les larmes séchées sur le

ratelier.
Lecture des lames :

Nous avons fait la lecture des lames en deux temps ; le premier temps consistait a sélectionner
des porteurs de gamétocytes sur le terrain : la lecture de la GE consiste a identifier et a

compter par champs microscopique les différents stades et especes parasitaires sur 300
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leucocytes. Choisir le sens de la lecture (horizontal, vertical) avant de commencer et éviter de
revenir sur les mémes champs microscopiques. Lire toute la lame au microscope a 1’objectif
(100) pour la détection des gamétocytes. Les porteurs sont classés en fonction des charges
gameétocytaire (1+, 2+, 3+). Le deuxiéme temps consistait a faire une relecture des lames sur
1000 leucocytes :

La parasitémie est déterminée suivant la méthode quantitative leucocytaire. Les parasites sont
comptés en méme temps que les leucocytes sur lames. Lorsque le nombre de 1000 leucocytes
es atteint, le compte est arrété et on rapporte la gamétocytémie correspondante au nombre de

leucocytes dénombrés au Counter (NFS). La parasitémie exacte du sujet est alors obtenue par

la formule suivante P=[(N x Nbre GB)/ 1000] par pl

P= Parasitémie ; N= est le nombre de gamétocytes comptés au microscope sur 1000
leucocytes ; 1000= nombre de leucocytes comptés au microscope ; Nbre GB= est nombre de

leucocytes par pl de sang dénombrés au Counter (NFS).
Equipe entomologique :

Composée d’un entomologiste sénior, d’un docteur en Pharmacie et Immunologiste, de deux

techniciens en entomologie qui dirigeaient les séances d’infestation au laboratoire.
6.12.2 Sélection et convocation des porteurs de gamétocytes :

Au cours de nos passages, 60 enfants étaient sélectionnés de facon aléatoire dans les
différentes familles. Seuls les enfants ayant une charge gamétocytique plus élevée sur les

soixante enfants, étaient choisis pour I’infestation expérimentale (minimum deux porteurs).
- Au laboratoire :

Un prélévement sanguin de 10 ml était effectué sur chacun des porteurs en utilisant un

systeme de vacutainer (aiguille papillon) auquel était relié : un tube d’héparine de 7 ml.
Le tube d’héparine était utilisé pour toutes les expériences de gorgement.
Elevage des moustiques et assurance-qualité de la fourniture de sang

- Elevage des moustiques :

Les moustiques utilisés dans notre étude sont issus de colonie élevée dans un laboratoire
d’arthropodes de confinement de sécurité Il (ACL2) du « Malaria Research and Training
Center (MRTC) » et une colonie apporte du Burkina Faso.
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Cette colonie a été établie a partir de femelles d’An.coluzzii. Des expériences ont montré que
cette espéce s’adapte mieux aux conditions d’insectarium (température 25+2°C et 75_85%
d’humidité relative). Aprés 1’accouplement avec des maéles, les anophéles femelles sont
gorgés sur membrane avec du sang (groupe O+) de donneurs sains suivis au Centre National
de Transfusion Sanguine (CNTS). Cet apport de sang est indispensable pour la maturation des
ceufs de moustiques. Les femelles sont gorgées une fois par jour pendant deux jours successifs
pour leur permettre de développer des ceufs. Aprés avoir fait gorger les femelles sur
membrane, elles sont mises au repos pendant les deux jours suivant le gorgement. Ce temps
de deux jours est nécessaire pour la digestion du repas de sang afin qu’elles deviennent
gravides. Le troisieme jour, des pots de ponte contenant un peu d’eau (pour simuler les gites
de reproduction de la nature dans lesquels les femelles d ’4n. gambiae pondent leurs ceufs)
sont placés dans les cages pour deux jours afin que les femelles viennent y pondre. La collecte
des ceufs se faisait deux jours aprés la mise en ponte dans ces petits pots. L utilisation des pots
comme pondoirs a I’avantage de permettre aux larves issues des ceufs qui vont éclore les
premiers, d’étre dans 1’eau et de rester en vie. Comme pondoirs, on peut utiliser des boites de
pétri contenant du coton sur lequel, on dépose du papier filtre imbibé. Le papier filtre peut
vite s’assécher contrairement aux pots d’eau. Puis les pots sont retirés et les ceufs sont repartis
dans des plateaux étiquetés (#date de ponte, # génération, # souche de la colonie) pour y
éclore et donner des larves nourries a la « Tetramine » ou au « Koi Food ».

Dans les conditions de notre insectarium, les plateaux commencent a donner de nymphes a
partir du 10°™ au 14°™ jour de la ponte des ceufs dont elles sont issues. Les nymphes sont
collectées quotidiennement et placées dans une cage d’émergence étiquetée en écrivant la date
de leur émergence, le nombre de génération et la provenance de la souche. Le lendemain, les
nymphes non- émergées sont retirées des cages et ajoutées aux nymphes du jour, placées dans
une nouvelle cage s’il y a beaucoup de moustiques dans la précédente. Les moustiques d’une
des cages d’émergence (cubiques de 30x30x 30cm faites de tulle moustiquaire de chaque
coté) sont selectionnes et gorgés un a deux jours apres leur émergence pour le maintien de la

colonie.
Assurance-qualité de la fourniture de sang :

Les poches de sang utilisées pour la maintenance de la colonie a I’insectarium, ont été testées
négatifs pour: la syphilis, I’hépatite B, I’hépatite C et le VIH. En plus, un suivi

supplémentaire est nécessaire et consiste a :
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Interroger le donneur avant le prélévement pour s’assurer qu’il n’a pas pris d’ivermectine qui

peut affecter la survie des moustiques ;

Garder les poches au CNTS pendant 5 jours a compter de la date de prélevement du sang. Au
terme de ce délai, le donneur est interrogé pour s’assurer qu’il ne présente pas de signes de

fievre ou de céphalées qui sont généralement des symptdmes de la fiévre de la vallée du Rif.
6.12.3 Tri des moustiques pour le gorgement :

Le tri des moustiques était une étape trés importante qui demandait beaucoup de précautions
pour ne pas les endommager et les rendre inaptes au moment du gorgement. Nous le

résumons ici de maniére sommaire :

- L’opération utilisant un aspirateur a bouche : tenant le tube dans la main et la gaine

dans la bouche, aspirait un petit nombre de moustique dans le tube.

Il plagait son indexe sur le bout du tube (pour éviter que les moustiques ne s’échappent) et

comptait leur nombre ;

Il les transférait doucement dans les pots par expiration ; puis il fermait le trou de la base du
pot avec un tampon de coton sec. Ces gestes étaient répétes jusqu’a avoir le nombre de

moustiques requis par pot (50 femelles).
5.12.4 Transport et conservation des moustiques sur le terrain :

Pour le conditionnement des moustiques apres le tri, les pots étaient placés dans les caisses en
bois bien fixés dans leur loges ; la caisse était couverte avec une serpilliere mouillée pour

maintenir I’humidité optimale dans la caisse ;

Pour leur transport des moustiques de Bamako a Bancoumana, la climatisation du véhicule
était mise en marche 15 mm avant le départ. Le conducteur se devait de rouler doucement

pour éviter les secousses.

A Bancoumana les moustiques étaient gardés dans une salle de 4mx4m. Cette salle était
équipée d’un thermo-hygroméetre HOBO ou sont enregistrées 1’humidité et la température de

la salle, maintenues constantes grace a un humidificateur et un climatiseur.
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Figure 9b : Conservation des moustiques sur le terrain (avec les serpilliéres).
Mise a jeun :
Les moustiques triés étaient nourris avec les cotons imbibés du jus sucré a 10%. Huit heures

avant le gorgement, ces cotons ont été remplacés avec des cotons imbibés d’eau simple. Les

moustiques étaient mis a je(in total quatre heures avant le gorgement pour augmenter le taux

de gorgement.
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7.

Procédure et méthodologie de I’infestation expérimentale :

7.1 Critéres d’inclusion et de non inclusion :

Critéres d’inclusion :

AN N N N NN

AN N N N NN

Etre résident permanent de Nanguilabougou et son hameau Kouroubabougou.
Etre bien portant et volontaire.

Age supérieur ou égal & 5 ans et inférieur ou égal & 15 ans.

Ne pas étre sous traitement antipaludique.

Parent ou tutaire consentant.

Avoir une goutte épaisse positive en gamétocytes avec une densité gamétocytique
supérieure ou égale 2 gamétocytes/500 WBC ou supérieure ou égale 30
gameétocytes/ul de sang.

Etre asymptomatique.

Critere de non inclusion :

Goutte épaisse négative en gamétocytes.

Individu avec les signes du paludisme.

Age supérieur a 4 ans et inférieur a 16 ans.

Individu ou parent non consentant.

Individu sous traitement antipaludique.

Avoir une goutte épaisse positive en gamétocytes avec une densité gamétocytique

inférieure a 2 gamétocytes/500 WBC ou inférieur a 30 gamétocytes/ul de sang.

7.2 Processus de ’infestation expérimentale :

Au total 13 tubes a eppendorf étaient utilisés pour la dilution des anticorps a I’aide de

pipettes-Pasteur et étaient comme suit :

Quatre tubes sans anticorps monoclonaux obtenus a partir du sang prélevé sur les volontaires

de porteurs de gamétocytes :

v

v

WB (whole blood) , SR (serum replacement), AP (autologous plasma),
No-mAB (sang total).

Sept tubes contenant les différents anticorps monoclonaux:

Pfs25 94, Pfs25 31, Pfs25 10.
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v

Pfs48/45.1 15, Pfs48/45.1.2.5, Pfs48/45.1 0,625, Pfs48/45.1-1.25.

7.3 Etapes de dilutions des contenues dans les différents tubes témoins

et des anticorps monoclonaux pour la DMF :

Le tube a héparine contenant 7 ml de sang total et un tube EDTA de 3 ml pour chaque

porteur de gametocytes.

Ces tubes a I’héparine ont été utilisés pour toutes les expériences de gorgement ; et les tubes

EDTA a été utilisé pour prélévement d’échantillons de plasma et d’ADN/ARN qui n’ont pas

servi a I’expérience de gorgement.

En premier lieu allumer et préchauffer la plaque chauffante & 37°C

Mettre le sérum humain naif ainsi que (13) tubes a eppendorf sur la plague chauffante
Centrifuger le tube a héparine contenant le sang total a 50 tours/minute pendant 5
minutes

Transférer le surnageant (plasma) dans un tube de 15 ml, étiqueter et conserver

Agiter un peu le culot sanguin obtenu et mettre 250 ul de ce culot dans chacun des
différents tubes a 1’exception du tube a WB dans lequel il fallait mettre 500 pl de sang
total du porteur

Procéder a la dilution des anticorps monoclonaux selon le tableau ci-dessous et les

Tubes Ac monoclonal Concentration Ac | Volume Ac (ul) | Volume Sérum
humain (ul)
1 Pfs25 94 94 pg/ml 65,8 184,2
2 Pfs25 30 30 pg/ml 65,8 182,2
3 Pfs25 10 10 pg/ml 65,8 182,2
4 Pfs48/45.1 15 15 pg/ml 7,5 242,5
5 Pfs48/45.1-2,5 2,5 pg/mi 7,5 2425
6 Pfs48/45.1-1,25 | 1,25 pg/ml 7,5 242,5
7 Pfs48/45.1-0,625 | 0,625 pg/ml 75 2425

laisser a 37°C.
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Ajouter au tube de SR 250ul de serum humain naif

Ajouter au tube de AP 250ul du plasma du volontaire

Mélanger de fagon douce avec mouvement de poignet au moins 10 fois

Les onze (13) tubes & eppendorf donc 6 tubes témoins et 7 tubes contenant différents
d’anticorps monoclonaux étaient placés a 37°C

Chacun des tubes contient environ 500 pl comme volume. Enfin transférer le contenu

des tubes dans les feeders correspondants.

7.4 Infestation sur membrane « membrane feeding » :

Cette méthode d’infestation a été utilisée pour I’infection des moustiques avec le sang des

porteurs de gamétocytes de P. falciparum.

Matériels et mode opératoire :

Matériels :

Un feeder-machine contenant de 1’eau et muni d’un thermorégulateur ajusté a 37,5°C ;
pour maintenir le sang dans les conditions corporelles ;

Un feeder de petit calibre (mini-feeder) ;

Deux supports ;

Deux raccords reliant le feeder au feeder-machine ;

Des morceaux de para film pouvant couvrit la grande ouverture du feeder sont
découpés. Cette grande ouverture du feeder est fermée par un morceau de para film a
I’aide d’un bracelet en plastique ;

Les moustiques prennent leurs repas de sang a travers cette membrane d’ou le nom

d’infestation sur membrane sur membrane-feeding en anglais

Mode opératoire :

Les moustiques (50 par pot) dont treize (13) pots par porteur de gamétocyte, qui ont été a jeun

8 heures avant la séance d’engorgement se sont gorgés a travers la membrane et

conformément au protocole de DMFA :

500 millilitres de sang seront utilisés pour I’infestation expérimentale
Ce sang est mis dans les mini-feeders, connectées les uns aux autres, par leur petite

ouverture
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- Les feeders a leur tour sont connectés par les 2 raccords au feeder-machine dont le
thermorégulateur est déja ajusté a 37,5°C

- Le feeder-machine contient de 1’ecau qui circule a travers les feeders maintenant ainsi
la température constante jusqu’a la fin des opérations

- Les moustiques contenus dans les pots (50/ pots) étaient appliqués a chaque feeder
pendant 30 minutes en moyenne

- Les marquages des pots changeaient en fonction du porteur (exemple MLOO1 pour le
premier porteur, MLOO2 etc... suivie de I’étiquette des AC monoclonaux et les tubes
sans AC) Les moustique ont été gardés au repos a I’insectarium de Bancoumana dans
les conditions optimales (température 25+ 2°C et 75-85 % d’humidité relative). Deux
heures apres le gorgement les moustiques ont été enlevés doucement avec ’aspirateur
a bouche et transférés dans un autre pot. Les moustiques ont été placés a 1’insectarium

et nourris au jus sucrés a 10% avant d’étre disséqués au huitieme jour.

Sept (7) jours apres le feeding et en fonction de la date de 1’infestation, les moustiques ont été
sacrifiés et disséqués pour la rechercher des oocystes. 30 moustiques ont été disséqués dans
du mercurochrome, leurs estomacs ont ét¢ examinés a la recherche d’oocyste. Les oocystes
ont été comptés et enregistrés et le restant des moustiques ont été gardés un jour de plus (8™
jours apres 1’infestation) et étiquetés et gardés dans un tube eppendordf contenant du silicagel

et du coton a gardeés a -80°C.

Figure 10 : Séance de gorgement des moustiques.
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7.5 Détermination des charges oocystiques des moustiques :

Au septieme jour apres ’infestation, les moustiques ont été disséqués. Cette dissection se
faisait individuellement et nous donnions des identifiants (numéro, MLOO1, MLO002e¢t...) &

chaque moustique dissequé.
Matériels :

- Loupe binoculaire

- Microscope

- Pince a disséquer

- Aiguille montée

- Mercurochrome a 0,5%

- Lame porte-objet

- Lamelles

- Boites de pétri

- Papier genre utility wipes
- Micro tubes

- Bic et fiches de dissection.

Technique de dissection :

- Agiter le pot contenant les moustiques pour les assommer sans les écraser puis les
mettre dans une boite de pétri qui contient du papier absorbant mouillé. Ce qui permet
d’empécher certains moustiques ayant la chance de se réveiller de s’échapper.

- Déposer une goutte de mercurochrome 0,5% sur la lame porte-objet.

- Poser le moustique sur le dos dans la gouttelette de mercurochrome.

- A l’aide de la loupe appuyer avec ’aiguille au niveau du thorax et maintenir la
pression.

- Par la pince tire sur les deux derniers segments d’un mouvement contenu et doux.
L’estomac est ainsi extrait avec les ovaires et/ou les ceufs et les tubes de Malpighi.

- Enlever les autres éléments et bien étaler 1’estomac pour la lecture au microscope entre

lame et lamelle.
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Lecture :

Elle consistait & examiner au microscope les estomacs des moustiques pour la présence
d’oocystes a un grossissement de 10x, et a 40x pour confirmer en cas d’incertitude. Sur une
fiche de base indiquer la présence ou I’absence d’oocyste. Le nombre d’oocystes par estomac

était compté et porté sur la fiche de dissection.
7.6 Saisie et analyse des donnees :

Les données ont été enregistrées sur Excel 2013, et le texte sur Microsoft Word 2013. Les
analyses ont été effectuées sur SPSS16.0 et sur EP106 pour le calcul Khi 2 carré (X2). La

valeur p<0,05 a été considérée comme statistiguement significative.
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8. Resultats
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8.1 Caractérisation sociodémographique de la population d’étude a

Nanguilabougou :

L’étude a porté sur un total de 415 enfants &gés de 5 a 15 ans. Des gouttes épaisses ont été

faites chez ces enfants aprés un examen clinique.

Tableau 1 : Répartition de la population d’étude selon le groupe d’age.

Groupe Effectifs Pourcentage(%o)
d’age
5-9 ans 225 54,2

10-15 ans 190 45,8

TOTAL 415 100

La majorité des enfants avaient un 4ge compris entre 5-9 ans
Le plus jeune avait 5ans et plus &gé avait 15 ans.

Tableau 2 : Répartition de la population d’étude selon le sexe

Sexe Effectifs Pourcentage
(%)

Masculin 191 46,1

Féminin 224 53,9

Total 415 100

Le sexe féminin était prédominant avec 53,9% contre 46,1% de sexe masculin.
La sex-ratio était de 1,1 en faveur du sexe féminin.
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8.2 Prévalence de I’infection palustre chez les enfants de
5-15 ans a Nanguilabougou et son hameau de Kouroubabougou :
58,3
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Figure 11 : Variations des indices paludométriques dans la population d’étude par
passage.

L’IP moyen par passage était de 45,6% (n=108), comprise entre 27% et 61,7%.
Cette moyenne a subi des variations statistiquement significatives (X?=36,26 ; ddI=3 ;
P<0,05).

L’IG moyen par passage était de 21,9% (n=52), comprise entre 14% et 28,3%.
Cette moyenne a subi des variations statistiquement significatives (X?=25,87 ; ddI=3 ;
P<0,05).

L’IS moyen par passage était de 0,3% (n= 2) statistiquement significatives (X?=30 ;
ddI=3 ; P<0,05).
n=nombre positif par passages
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8.3 Caractérisation des porteurs de gamétocytes de
P.falciparum retenus pour I’infestation expérimentale entre
JUILLET et DECEMBRE 2017 a Nanguilabougou :

Au total 25 porteurs de gamétocytes ont été sélectionnés pour séances d’infestation
expérimentale.

Tableau 3 : Répartition des sujets retenus pour I’infestation expérimentale selon le

groupe d’age.

Groupe d’age Effectifs Pourcentage
(%)
5-9 ans 13 52
10-15 ans 12 48
Total 25 100

La majorité des enfants retenus au cours de I’infestation expérimentale avaient un age compris
entre 5-9 ans soit 52% (n=13) sur 25 enfants au total.

Tableau 4 : Répartition des sujets retenus pour I’infestation expérimentale selon le

Sexe

Le sexe masculin était plus représenté, soit 52% (n=13) de I’ensemble des porteurs de

Sexe Effectifs Pourcentage
(%)

Masculin 13 52

Féminin 12 48

Total 25 100

gamétocytes. La sex-ratio était de 1,08 en faveur de le sexe masculin.
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Tableau 5 : Répartition des porteurs de gamétocytes selon le poids.

poids Effectifs Pourcentage
(%)

10-24 14 56

25-49 11 44

Total 25 100

La proportion des porteurs de gamétocytes qu’ont un poids entre 10-24 était de 56% contre
44% pour le poids 25-49.

Tableau 6 : Répartition des porteurs de gamétocytes en fonction de leurs
charges gamétocytiques.

Charges Effectifs Pourcentage
gameétocytes (%)
0-75 4 16
75-150 2 8
150-300 13 52
<300 6 24
TOTAL 25 100

La charge gamétocytique la plus représentée au cours de 1’infestation expérimentale était
entre 150-300 gamétocytes/pl de sang soit 52%

Tableau 7 : Infectivité des porteurs de gamétocytes pour les moustiques en
fonction du groupe d’age.

Groupe d’age | Effectifs Nbre de % Infection
Moustiques
Infectés

5-9 13 11 61,1

10-15 12 7 38,9

Total 25 18 72

Le groupe d’age de 5-9ans a plus infesté les moustiques (soit 61,1% ; n=11) par rapport au
groupe d’age de 10-15 ans soit (38,9 ; n=7). Le taux moyen d’infection des moustiques pour

les 2 tranches d’age de 72% (18/25).
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Tableau 8 : Infectivité des porteurs de gamétocytes pour les moustiques en
fonction de la charge gamétocytique.

Classes Effectifs Nbre de % Infection
gamétocytes Moustiques

Infectés
0-75 4 1 0,04
75-150 2 2 0,04
150-300 13 11 1,43
<300 6 4 0,24
Total 25 18 72

Toutes les charges gamétocytiques ont été infectées par les moustiques. Les plus faibles taux
d’infection ont été enregistrés chez les sujets dont la charge gamétocytique était entre 0-75
gamétocytes/ul de sang. Le plus fort taux d’infection (1,43%) a été observe chez les sujets
ayant une charge gamétocytique comprise entre 150-300 gamétocytes/pl de sang.

Tableau 9 : Infectivité des porteurs de gamétocytes pour les moustiques
selon le Poids.

Poids Effectifs Nbre de % Infestions
Moustiques
Infectes

10-24 14 8 57,1

25-49 11 10 90,9

Total 25 18 72

Le taux le plus éleves (90,9%) a été observé chez les sujets dont le Poids est entre 25-49 et le
plus faible (57,1%) chez les sujets Donc le Poids est entre 10-24.
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8.4 Etude du taux d’engorgement et du taux de survie de
I’An.coluzzii apres infestions expérimentale de juillet a décembre
2016 a Nanguilabougou

Tableau 10 : Taux d’engorgement des moustiques par passage.

Passages Total exposé Total gorgé % Engorgement
Passages 1 1100 1035 94

Passage 2 1950 1878 96,3

Passage 3 4550 4435 97,4

Passage 4 6500 6416 98,7

Total 14100 13764 97,6

Au total, 14100 An. coluzzii ont été exposes au sang des porteurs de gamétocytes. Le taux
d’engorgement moyen par passage était de 97,6% (13764/14100) évoluant 94% et 98,7%.

Tableau 11 : Taux de survie des moustiques au huitieme jour de
P’infestation.

Passage Total gorgé | Total Nombre % Survie
disséqué restant

Passage 1 1035 543 0 52,4

Passage 2 1878 1085 0 57,7

Passage 3 4435 2695 237 60,7

Passage 4 6416 3851 545 60

Total 13764 8174 782%* 59,3

*nombre de moustiques disséqués pour le besoin de 1’étude, étant 30/pot

**nombre de moustiques restant sur les 50/pot apres le retrait des 30

Le taux de survie moyen par passage était de 59,3% comprise entre 52,4% et 60,7%. Cette
moyenne a subi des variations statistiquement significatives (X?=698,23%, ddl= 3 P<0,05)
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8.5 Etude des taux d’infection en I’00cystes d’An.coluzzii par Ac
monoclonaux de Juillet a Décembre 2017 a Nanguilabougou :

Tableau 12 : Variations des taux d’infection des moustiques par passage.

Passages Nbre Nbre % TI ICa9%5% | P
Disséqué | Positif

Passage 1 543 23 42 2,5;59 | <107

Passage 2 1085 199 18,3 16; 20,6 | <103

Passage 3 2695 378 14,0 12,7: 15,3 | <107

Passage 4 3851 62 1,6 1,2:2 |<10°

Total 8174 662 8,0

Sur un total 8174 de moustiques femelles disséqués, 662 étaient infectés d’oocystes. Le taux
d’infection le plus élevé a été observé au Passage 3 avec 14,0% [12,7 ; 15,3] .

Tableau 13: Pourcentage des moustiques positifs en 1’oocystes par anticorps
monoclonaux.

Anticorps monoclonaux a Effectifs Nbre de Moustiques % Infections
différents concentration Positifs en Oocystes

Pfs25 94ug/mi 638 29 4,5
Pfs25 30pg/ml 643 68 10,5
Pfs25 10pg/ml 646 107 16,5
Pfs48/45 15pg/ml 642 21 3,2
Pfs48/45 1-12,5ug/mi 639 52 8,1
Pfs48/45 1- 1,25ug/ml 641 89 6,0
Pfs48/45 1- 0,625pg/ml 628 80 12,7
Total 4477 446 9,9

Le taux, d’infection le plus élevé (16,5%) a été observé chez I’anticorps monoclonal Pfs25 a
la concentration de 10ul/ml. Le plus faible taux d’infection (3,2%) chez Pf48/45 a la
concentration de 15ul/ml. La proportion des concentrations des 2 anticorps monoclonaux
diminue tandis que les pourcentages Infections augmentent.
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Tableau 14 : Pourcentage de moustiques positifs en oocystes en absence d’Ac

monoclonaux

Témoins Effectifs Nombre de % Infections
moustiques positifs
en oocystes
WB-Mali 637 30 4,7
WB-Burkina Faso 582 35 6,0
SR-Mali 641 79 12,3
SR-Burkina Faso 588 70 11,9
AP 668 28 41
No-mAB 646 79 12,2
Total 3762 321 8,5

Le taux d’infection le plus élevé a été observé avec chez SR
Avec 12,3 pour SR-Mali et 11,9 Burkina Faso.
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8.6 Etude de la charge oocyste chez I’An.coluzzii de Juillet a
Décembre 2017 a Nanguilabougou :
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Figure 12 : variations des nombres d’0ocytes par passages.

Le plus grand nombre d2oocyste a été observé au 3 em passage avec 111249 oocytes et plus
faible nombre au premier passage avec 29 oocytes
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9. Commentaires et
Discussion
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Notre étude s’est déroulée a Nanguilabougou de JUILLET a DECEMBRE 2017 avec quatre
(4) passages transversaux. Le but de ce travail était d’étudier 1’efficacité et la variabilité des
anticorps monoclonaux pour I’infectivité des gamétocytes par Plasmodium falciparum chez
Anopheles coluzzii dans la zone endémie palustre de Nanguilabougou.

Le choix de la tranche d’age 5 & 15 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
d’age infectaient mieux les moustiques que ceux d’age supérieur a 18 ans (Touré al, 1998).

Prévalence de I’infection palustre chez les enfants de 5-15 ans a
Nanguilabougou :

Au total, la goutte épaisse (GE) a été réalisée chez 415 enfants lors de nos différents passages
a Nanguilabougou. Notre population d’étude était constituée de 25 enfants agés de 5-15 ans.
La tranche d’age 5-9 ans était majoritairement avec 52% (13/25). Le sexe ratio était de 1,08
en faveur du sexe masculin.

Au cours de nos passages une sélection aléatoire était faite dans cette population pour la
goutte épaisse (GE). Vue la petite taille de notre échantillon, un méme individu pouvait étre
sélectionné plusieurs fois pour le screening, mais le porteur était choisi une seule fois pour les
séances de I’infestation expérimentale.

L’indice plasmodique (IP) moyen par passage était de 49,1% (204/415). Le taux le plus élevé
était observé en début Septembre avec 58,3% (35/60) et le plus faible en début Décembre
avec 41,6% (25/60).

Le taux moyen de I’indice gamétocytique (IG) était de 21,9% (91/415). Le taux le plus élevé
était observé au mois de Juillet avec 28,3% (17/60) et le plus faible en début Décembre avec
18,3% (11/60).

Le taux moyen de I’indice Splénique (IS) était de 0,4% (2/415). Le taux le plus élevé était
observé enfin Décembre avec 3,2% (2/62). L’indice splénique était de zéro (0) aux différents
passages saufs au dernier passage qu’était de 2.

Nos résultats sur les indices paludométriques différent de ceux obtenu par DOUMBIA en
2016, qui a obtenu un IP (45,6%), un IG (21,9%) et un IS (4,6%) dans une étude menée a
Nanguilabougou chez les enfants de 5 a 15 ans. Cela pourrait reste la confirmation avec le
village de Nanguilabougou est une zone ou le paludisme est endémie.

Infestation expérimentale :

Les moustiques utilisés dans notre étude appartiennent a la forme moléculaire M d’An.
gambiae s.s appelée depuis 2013 An.coluzzii (Coetzee et al, 2013). Leur élevage a
I’insectarium a permis d’éviter le manque de moustiques pour les infestations expérimentales
provenant de Mali et Burkina Faso.

Une ponction veineuse a été faite sur les enfants de 5-15 ans, volontaires, naturellement
infectés et ayant une charge gamétocytique supérieurs a 30 gamétocytes/ul de sang P.
falciparum. Immédiatement apres le prélevement, on réalisait les différentes dilutions avec les
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anticorps et le sang était mis en contact avec les moustiques a travers la membrane de
parafilm pendant 30 minutes. Vingt-cinq porteurs de gamétocytes ont servi a gorger les
moustiques.

Dans notre étude, nous avons choisi le gorgement Direct a travers une Membrane c’est la
méthode appropriée pour pouvoir teste les Ac monoclonaux Pfs25 et Pfs48/45 a
concentrations mélangées au sang veineux prélevé chez les porteurs de gamétocytes
contrairement au Gorgement direct sur la peau, dans laquelle on n’allait pas pouvoir utilisés
ces Ac vu que les moustiques se gorgeraient directement sur la peau des porteurs.

Caractérisation des porteurs de gamétocytes de P.falciparum retenus pour
Pinfestation expérimentale :

Dans notre étude, la moyenne d’age des porteurs de gamétocytes était de 12,5 ans ce qui
différe de ceux de DOUMBIA en 2016 a Nanguilabougou qu’a obtenu une moyenne d’age de
9,9 ans chez les porteurs de gamétocytes.

Le sexe ratio était de 1,1 en faveur du sexe masculin avec respectivement 52% (13/25) pour le
sexe masculin et de 43% (12/25) pour le sexe féminin qu’est égal a ceux de DOUMBIA en
2016 qui a trouvé un sexe ratio en faveur du sexe masculin.

Etude des taux d’engorgement et de survie d’An. coluzzii :

Au total, 14100 An. coluzzii ont été exposés au sang des porteurs de gametocytes. Le taux
d’engorgement moyen par passage était de 97,6% (13764/14100). Notre résultat est
comparable a ceux obtenu par DOUMBIA en 2016 qu’a obtenu un taux d’engorgement de
97,4 %.

Cela pourrait I’expliquer par le fait que le nombre d’An. coluzzii utilise dans notre étude est
supérieur a ceux de DOUMBIA en 2016 avec 11000 d’An. coluzzii.

Le taux de survie moyen par passage était de 53,3 % (8174/13765). Cette moyenne a subi de
variations statistiquement significatives (P<0,05). Le taux le plus éleve a été observé au mois
de Décembre avec 98,7 % (6416/6500) et le plus faible au mois de Juillet avec 94%
(1035/1100).

Cela pourrait expliquer par le fait qu’en début de I’étude c’est ta dire en juillet, les
moustiques de sexe male étaient dominant.

Etude des taux d’infection et de la charge d’oocystique d’An.coluzzii :

Au huitiéme jour de I’infestation, les moustiques survivants a raison de 50/ pots/ anticorps
(sur ces 50/ pots, 30 moustiques ont été pris pour le besoin de 1’étude et le restant a été
conservé) ont été disséqués. Sur un total de 8174 moustiques disséqués ; le taux moyen
d’infection était de 8% (662/8174) par dissection qui trés supérieur a ceux de DOUMBIA en
2016 qu’a eu 2,9% (185/6302)

Cela pourrait I’expliquer par le fait que nous avons apporté des colonies d’Anopheles coluzzii
du Burkina Faso qui ont montré un taux infectivité supérieure a ceux des colonies venant du
Mali.
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Par ailleurs contrairement a d’autres études similaires menées dans la méme localité, au cours
de notre étude nous avons eu a utiliser des anticorps monoclonaux pendant les séances de
I’infestation expérimentale a la recherche d’une corrélation entre les différentes
concentrations et I’infection des moustiques. Le taux d’infection le plus élevé a été observé
chez I’anticorps monoclonaux Pfs25 (Concentration en Ac = 10 pl/ml) avec 16,5 % (107/646)
et le plus faible taux chez 1’anticorps monoclonal Pfs25 (Concentration en Ac= 94ul/ml) avec
4,5 % (29/638) notre étude est comparatif avec ceux de DOUMBIA en 2016 qu’ont obtenu
chez I’anticorps monoclonaux Pfs25 a concentration en Ac = 1 pl/ml une taux infection de
4,6% et 0,4% pour anticorps a concentration 94 pl/ml.

Du c6té de I’Ac monoclonal Pfs48/45, le plus grand taux d’infection a été observeé chez
Pfs48/45 (Concentration en Ac= 0,625 ul/ml) avec 12,7 % (80/628) et le plus faible taux chez
I’anticorps monoclonaux Pfs48/45 15 (concentration en Ac= 15 pl/ml) avec 3,2 % nos
résultats sont comparatif a ceux de DOUMBIA en 2016 donc le taux le plus élevé était chez
Pfs48/45 a concentration 0 pl/ml était de 5,8 % et le plus faible chez Pfs48/45 a concentration
15 pl/ml était de 0 %.

Ces résultats ont été obtenus apres gorgement des An. coluzzii sur des porteurs de gamétocytes
sélectionnés de facon aléatoire dans le méme site d’étude. Ces résultats préliminaires
démontrent qu’il y’a une différence entre les deux Ac monoclonaux a différentes
concentrations quant a 1’infectivité des moustiques de 1’espéce d’An. coluzzii.

Le taux faible d’infection pourrait s’expliquer par le fait que 1’anticorps monoclonal Pfs48/45
a forte concentration (15ug/ml) agirait plus vite sur les gamétes en empéchent leur
fécondation qu’a faible concentration (0,625 pg/ml). Nos résultats reste égale concernant
I’accroissement de 1’infectivité selon les concentrations pour

Chez anticorps Pfs25 plus la concentration est grande plus le taux infectivité des moustiques
est faible.

Chez anticorps Pfs48/45 plus la concentration est faible plus le taux infectivité des
moustiques est élevé.

Pour le cas des témoins, le nombre infection était de 321 moustiques avec un pourcentage de
8,5 %, cette augmentation pourrait 1’expliquer par le fait que la colonie d’An.coluzzii apporte
du Burkina Faso a mieux infecté.

En absence d’Ac monoclonaux, le taux le plus élevé a été observé chez SR avec 12,3 %
(79/641) et le plus faible chez AP avec 4,1 % (28/668). Ceci pourrait s’expliquer par le fait
que le SR contrairement au AP ne contient pas d’Ac car c’est sérum naif il n’y a pas de
réaction Anticorps-antigenes.
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10. Conclusion

Au terme de cette étude basée sur I’utilisation des anticorps monoclonaux a différentes
concentration par la méthode de gorgement direct sur la membrane, nous retenons qu’en
bloguant la maturation des stades sexués chez le Anophele coluzzii et de ce fait bloqueraient le
cycle du parasite chez 1’anticorps monoclonal Pfs48/45, chez qui nous avons eu un faible taux
d’oocystes a forte concentrations.
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11. Recommandation

Au vu de ces résultats nous recommandons :

» Aux partenaires techniques et financier compétents, de financer et d’encourage de
telles études qui pourront avoir une contribution dans la compréhension du mode
d’action de ces anticorps et ainsi de facilité I’¢laboration de vaccins antipaludiques.

» Aux chercheurs d’¢largir les sites d’études, dans laquelle ils seront en mesure de
présenter les différents résultats et approches qui se comparent a d’autres sites qui
peuvent produire un protocole standard et limites sur les expériences d’alimentation
sur le terrain et en laboratoire.

» Aux populations des sites d’¢tude de bien comprendre pour mieux renforce la

coopération.
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13. RESUME

Titre : Etude de I’efficacité et de la variabilité des anticorps monoclonaux dans 1’infectivité
des gamétocytes de P.falciparum chez I’Anopheles coluzzii en zone d’endémie palustre de

Nanguilabougou.

Anneée de soutenance : 2019

Ville de soutenance : Bamako

Pays d’origine : Mali

Lieu de dépdt : Bibliothéque de la faculté de pharmacie-université de Bamako, Mali

Secteur d’intérét : Sante publique et Parasitologie médicales

Résumé :

Le paludisme constitue un probléme majeur de santé publique dans le monde principalement
en Afrique sub-saharienne. L’accroissement de la résistance des médicaments antipaludiques

et des moustiques aux insecticides suscitent une nouvelle approche. L’espoir se focalise sur
les vaccins.

De Juillet a Décembre 2017 nous avons conduit une étude d’infestation expérimentale dans le
village de Nanguilabougou, un village situé de 63 km au sud-ouest de Bamako sur la rive
gauche du fleuve Niger et 3 Km de Bancoumana avec une population estimée a 800 habitats
environ les enfants constitue majorité de la population. Dans le but d’évaluer I’efficacité et la
variabilité des anticorps monoclonaux dans 1’infectivité par Plasmodium falciparum chez
Anophele coluzzii en zone d’endémie palustre de Nanguilabougou et son hameau
Kouroubabougou. L’activité de blocage de la transmission est mesurée par le gorgement
direct a travers une membrane.

Des passages transversaux ont été organisés pour la sélection des porteurs de gamétocytes.

Les données parasitologiques recueillies chez les enfants de 5 a 15 ans étaient respectivement
(IP=49,1% ; 1G= 21,9% ; 1S= 0,4%) faisant Nanguilabougou une zone d’endémie palustre.
Vingt-cing enfants ont subis infestations expérimentales avec une prélevement de 10 ml de
sang des différents porteurs de gamétocytes mélangés aux anticorps monoclonaux Pfs48/45 et
Pfs25 a différents concentrations ont été effectuées. Les Anopheles coluzzii agés de 3 jours et
mis a jeun pendant 8 heures se sont été gorgés a travers la membrane feeding pendant 30
minutes. Les moustiques ont été disséqués 8 jours apres le gorgement. Nous avons trouveés le
plus faible taux d’infection chez I’anticorps monoclonal Pfs48/45 a forte concentration
(15ug/ml) avec 3,2% et plus éléve taux d’infection a faible concentration (0,625ug/ml) avec
12,7%. Chez I’anticorps monoclonal P{s25 nous avons observé des taux d’infection a 4,5% a
une concentration de 94ug/ml et 16,5% a une concentration de 10 pg/ml.

Ce travail ouvre des perspectives intéressantes pour la standardisation et 1’évaluation des
vaccins bloguant la transmission du paludisme.
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coluzzii, Plasmodium falciparum.

Diarrahou Diarra

Thése de pharmacie [ &

'



Etude de I’efficacité et de la variabilité des anticorps monoclonaux dans I’infectivité des gamétocytes
de Plasmodium falciparum chez Anopheles coluzzii en zone d’endémie palustre de Nanguilabougou.

Name: DIARRA
First Name: Diarrahou

Title: Study of the efficacy and variability of monoclonal antibodies in the infectivity of P.
falciparum gametocytes in Anopheles coluzzii in the malaria endemic area of
Nanguilabougou.

Year of origin: 2019

City of Viva Voce: Bamako

Country of origin: Mali

Registration of copy: Library of the Faculty of pharmacy Bamako, MALI.
Area of interest: Public health, Parasitology/Research.

Summary:

Malaria is a major public health problem in the world, mainly in sub-Saharan Africa.
Increasing the resistance of antimalarial and mosquitoes to insecticides is giving rise to a new
approach. Hope focuses on vaccines.

From July to December 2017 we conducted an experimental infestation study in the village of
Nanguilabougou, a village located 63 km southwest of Bamako on the left bank of the Niger
River and 3 km from Bancoumana with an estimated population of 800 habitats around
children constitute majority of the population. To evaluate the efficacy and variability of
monoclonal antibodies in Plasmodium falciparum infectivity in Anophele coluzzii in malaria
endemic area of Nanguilabougou and its hamlet Kouroubabougou. The blocking activity of
the transmission is measured by direct gorging through a membrane.

Transverse passages were organized for the selection of gametocyte carriers.
The parasitological data collected in children aged 5 to 15 years were respectively

(Pl = 49.1%, GI = 21.9%, SI = 0.4%) making Nanguilabougou a malaria endemic area.
Twenty-five children underwent experimental infestations with a 10 ml sample of blood from
different gametocyte carriers mixed with monoclonal antibodies Pfs48 / 45 and Pfs25 at
different concentrations were performed. Anopheles coluzzii aged 3 days and fasted for 8
hours were fed through the feeding membrane for 30 minutes. The mosquitoes were dissected
8 days after the gorgement. We found the lowest infection rate in monoclonal antibody Pfs48
/ 45 at high concentration (15ug/ml) with 3.2% and higher high infection rate at low
concentration (0.625ug/ml) with 12,7%. In monoclonal antibody Pfs25 we observed infection
rates at 4.5% at a concentration of 94 pg / ml and 16.5% at a concentration of 10 pg / ml

This work opens interesting perspectives for the standardization and evaluation of vaccines
blocking the transmission of malaria

Key words: experimental infestation monoclonal antibodies, Gametocytes, Anophele coluzzii
plasmodium falciparum.
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I- Fiche de dissection

FICHE DE DISSECTION DES MOUSTIQUES D’INFESTATION

Localité :

Date dissection :

Date d’émergence :

Identification du porteur :

Date du repas de sang :

Charge gamétocytique :

Identification du moustique :

Charge parasitaire :

N° du Groupe :

Nombre de femelle non gorgée :

N° de Famille :

N° Oocyste+/- Charge
Ordre oocyste

Abdomen
stade

Observation DNA
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|I-Fiche d’indentification des porteurs de

gamétocytes

Infestation N°:  / Porteur:  / Date:; [ | ]

Nom: Prénom: Sexe:M/ _ | FH _ |/

Village Age  ans Poids: kg

Habitat :

Adresse :

Type de maison : Tole/ /| Paille/ /| Terre/ /]

Moustiquaire : Oui/ |/ Non/__/

Goutte épaisse : Tropho : Oui/ __ / Non/ __/ Densité/ul : ..... tropho/pl
Gaméto : Oui/ / Non/ [/ Densité/ul : .......... gameto/ul

Informations médicales :

Symptoémes cliniques du palu : OUI/ __ / Non/ _ /
Si Oui

Température:  °C

Episode récent de paludisme ? Oui/ __ / NON/_ /

Diagnostic:  1-Présomption: OUI/__ / NON/___ [/
2-Microscopique : OUI/ __ / NON/_ /

Traitement du paludisme dans les 15derniers jours? Oui/ _ / Non/ _ /

Sl Oul spécifiez

Bon étatde santé ? Qui/ __ / Non/__ [/
Consentement éclaire : Oui/___ / Non/ _ /
Signature du parent: Oui/ __ / Non/_ [/
Autre :

Inclusion: OQui/ ___ / Non/ ___ [/
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Code: ML [/
Préléevement pour DMFA : Oui/ __/ Non/_ /

Date:/ /| __ [Heure & minutes MH_ /mn
volume prélevé: ml
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I11-Fiche de P’infestation expérimentale

DATE INFESTATION:/ / / /

Nom et Age Chef de N° STDN Charge

Prénoms famille gaméto
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