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L4: Larve stade IV

MII: Moustiquaire Imprégné d’Insecticide

MI: Millilitre
.
BAGAYOKO ABOUBACAR THESE DE PHARMCIE XIV



Mesure de I'infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau et par membrane en
prélude a I'évaluation d'un vaccin bloquant la transmission du paludisme a Bancoumana et Samako, Mali

Mm: Millimétre

MSP1: Merozoite Surface Protein 1

N: Nombre de moustique

NIH: “ National Institutes of Heath (Instituts américains de la sante’’

OMS: Organisation Mondiale de la Sante

P: Plasmodium

Pfs230: Protéine de surface de plasmodium falciparum de 230 kDa

Pfs25: Protéine de surface de plasmodium falciparum de 25 kDa

Pfs48/45: Combinaison de protéines de surface de plasmodium falciparum de 48 kDa et 45 kDa
pLDH :Plasmodium Lactate Dehydrogenase

Pvs25: Protéine de surface de plasmodium vivax de 25 kDa

PNLP: Programme National de Lutte contre le Paludisme

RTS, S : Région centrale de la CSP, cellules T, Surface d'hépatite B et la protéine « S »
R: Right (droite)

RLT: RNA Lysis Buffer (tampon de lyse pour I’ARN)

s.l: “sens large”’

SMFA: Standard Membran Feeding Assay

S.S: “sens strict”’

TBV: “ Vaccins de Blocage de la Transmission®’

TDR: Test Diagnostic Rapide

USA: “United States of America”

USTTB: Université des Sciences des Techniques et Technologies de Bamako
VIH: Virus de I'lmmunodéficience Humaine

VIMT: “Vaccine Interrupt Malaria Transmission”’

1
BAGAYOKO ABOUBACAR THESE DE PHARMCIE XV



Mesure de I'infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau et par membrane en
prélude a I'évaluation d'un vaccin bloquant la transmission du paludisme a Bancoumana et Samako, Mali

1
BAGAYOKO ABOUBACAR THESE DE PHARMCIE XVI



Mesure de I'infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau et par membrane en
prélude a I'évaluation d'un vaccin bloquant la transmission du paludisme a Bancoumana et Samako, Mali

Liste des tableaux :

Tableau 1 : comparaison des taux de gorgement en fonction de la technique expérimentale

Tableau 2 : comparaison des taux de survie des moustiques gorgés en fonction de la technique
EXPEFTMENTAIE ...ttt b ettt b bbb et na e b e 45

Tableau 3: comparaison des taux d’infection des moustiques survivants en fonction de la technique

L 0L g T T=T o] e L= SRS SSSRN 46

1
BAGAYOKO ABOUBACAR THESE DE PHARMCIE Xvii



Mesure de I'infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau et par membrane en
prélude a I'évaluation d'un vaccin bloquant la transmission du paludisme a Bancoumana et Samako, Mali

Liste des figures .

Figure 1: Cycle de développement des anopheles ... 10
Figure 2: Cycle biologique des plasmodies (source
www.cdc.gov/malaria/about/biology/index.ntml) ..o, 14

Figure 3: Carte géographique du Mali montrant les sites d’étude Bancoumana et Samako 24
Figure 4: Photo de ’insectarium (IDMERTC)............cocoooiiiiiiiiiii e 27
Figure 5: Photo A5 Séance de gorgement ; Figure B5 Cage avec des moustiques adultes....31
Figure 6: Image montrant le tri des moustiques femelles de Anopheles coluzzii avant les essais
(0 S0 To] =10 1=] o | ST RSP PP PR PR URPPPRPPR 32
Figure 7: Image montrant le mode de conditionnement des moustiques avant le transport 32
Figure 8: Figure A8 Mode de transport ; Figure B8 Conservation des moustiques sur le
1051 0 - U] SRR TR PRRRRRN 33
Figure 9: Image montrant une séance de gorgement direct sur la peau...........cc.cceeevrerennne, 35
Figure 10: Image montrant une séance de gorgement sur membrane réalisée selon les
procédures standard décrites dans la littérature (13).......ccccvevveieiieie e 36
Figure 11: Image montrant une séance de dissection de ’estomac du moustique................. 38

Figure 12: Figure Al12 : Séance de lecture a la recherche d’oocyste ; Figure B12 : Estomac

POSTEIT ...ttt b bbb bbbttt 39
Figure 13: Variation mensuelle du nombre de DSF et DMFA réalisés...........ccccccoeveiveeveenenn. 43
Figure 14: Variation mensuelle du taux de gorgement et de survie de An. coluzzii par site
(1 R 11 T L PSP PUPPPOUPPRPPTPRIN 47
Figure 15 : Variation mensuelle du taux d’infection oocystique de An. coluzzii par site d’étude
........................................................................................................................................................ 48
Figure 16: Variation mensuelle du nombre de DSF positif par tranche d’ige et par site
(1 R 11 T L PP RPOUPPRPTPRIN 49
Figure 17: Technique de 1a gOULLE EPAISSE. .......cceiiiiiiiieieieiee e 67

1
BAGAYOKO ABOUBACAR THESE DE PHARMCIE XVl



Mesure de I'infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau et par membrane en
prélude a I'évaluation d'un vaccin bloquant la transmission du paludisme a Bancoumana et Samako, Mali

1
BAGAYOKO ABOUBACAR THESE DE PHARMCIE XIX



Mesure de I'infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau et par membrane en
prélude a I'évaluation d'un vaccin bloquant la transmission du paludisme a Bancoumana et Samako, Mali

Table des matiéres :

LINTRODUGCTION ...ttt sttt e et e et e e e sat e e e st e e e ne e e e nsaeeesaeeanseeeannes 2
P O = N | L O I 1 TSP 6
N B O oY =Tot (il [=T =T o | SRR 6
2.2. ODjJECITS SPECITIQUES. ... .cueeitieiecie ittt te et e e e sreesteeneesreenre e 6

3. GENERALITES ...ttt ettt ettt n et e et 8
3.1. Anopheles : vecteurs du PaludiSMe ...........cceiieiiiii i 8

B L1 CYCIE TE VI ..t 8
3111 ViIE AQUATIQUE ...ttt bbbt bbb 9
TNV 1= U= 1= o -SSP 9

3.2, LB PAFASITE. ...ttt 11
3.2.1. SYSTEMALIGUE ...ttt b et b ettt e r e 11
I O [ox [N o 10 ] [T [T [ 1= SO SS 12
3.2.2.1. CREZ PROIMIME ..ottt bee e e e 12
3.2.2.2. Chez la femelle anOphele...........ccoviiiiiiic e 13

3.3. Généralités sur les essais expérimentaux de gorgement des moustiques..................... 14
3.3.1. Gorgement direCt SUK 8 PRAU . .......oiuiii i 14
3.3.2. Gorgement direct par MembDrane ..o 15
3.3.2.1. Essai Direct de Gorgement par Membrane (DMFA) .......ccocoiiiniiiiinienen, 15
3.3.2.2. Essai Standard de Gorgement par Membrane (SMFA)........ccccooiinienenen, 16

3.3.3. But des infections eXperimentales...........cccooeiieiiiiciicce e 16

3.4. Généralités sur les Vaccins contre le paludiSme & .........cccooveveiieie e 17
3.4.1 Les candidats vaccins bloquant la Transmission du Paludisme ...............c.cccocue..... 17
3.4.1.1. Antigenes de pré-fecondation.............ccceiveeiiiiiiicce e 18
3.4.1.2. Antigénes de poSt-TECONAATION.........cciiiiiiieie e 19

3.4.2. Candidats vaccins au stade hépatiQUEe...........ccccereiiiiiiiiiiieee e 19
3.4.3. Candidats vaccins au stade rythroCytaire ..........ccocooeieriiieieniese e 20
3.4.4. Les candidats vaccins multistades ou vaccins multi-etapes.........ccoccocvvvverineenenn. 21

4. MALEFIEIS 1 IMETNOES ..ottt sr e e nees 23
4.1, Site A EEUAE. .......ooo it 23
4.2. Type et Période d’étude :..............ccoiiiiiiiiiiiii 25

1
BAGAYOKO ABOUBACAR THESE DE PHARMCIE XX



Mesure de I'infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau et par membrane en
prélude a I'évaluation d'un vaccin bloquant la transmission du paludisme a Bancoumana et Samako, Mali

4.3. Critéres d’inclusion et d’eXclusion...............ccoccuviiiiiiiiii i 25
4.3.1. Critéres d’INCIUSION ............oooiiiiiiiii e 25
4.3.2. Critéres d’eXClUSION............cccooiiiiiiiiiie s 26

A4, IMTAEETTEIS ... bbbt bbbttt 26
4.4.1. Materiel DIOIOQIQUE .......oceiiieeece e 26

4.4.1.1. Elevage des moustiques et mesures de biosécurité de la fourniture de sang .26

T 1V 1< 1 oo [OOSR 34

4.5.1. Détermination de la performance du DSF par rapport au DMFA (Phase 1)....... 34
4.5.1.1. Procdures dU DSF ...ttt 34
4.5.1.2. Procédures du DIMFA ........coo it 35
4.5.1.3. Dissection et lecture de I’estomac a la recherche d’oocystes........................... 36
4.5.1.4. LeS PArametreS MESUTES ........ccveueieerieeieieesteesiesseesteessessessaessessaesseesseensesseesseans 39

4.5.2. Détermination des parameétres entomologiques du DSF par site d’étude (Phase 2)

4.5.3. Détermination du nombre de DSF positif par site d’étude et par tranche d’age.40

4.6. ConSIdErations EthIQUES...........coieiiie et 40
4.6.1. Information et permission COMMUNAUTAITE ............coriierieieieiese s 40
4.6.2. Consentement INAIVIAUEN ..........ccooiiiiioe e 40

4.7. Saisie et analyse deS JONMEES .........cocoi i 41

DURESUITALS ...ttt et et e e et e st e e beeae e R e e r e et e e e et e reereereeneeneennens 43

5.1. Parametres de performance du DSF vs DMFA (Phase 1) ......ccccccvveveiieveccieiecce e 43
5.1.1. Détermination du nombre de DSF et DMFA réalisés par mois............cc.cccevennnne. 43
5.1.2. Détermination du taux de gorgement de DSF vSs DMFA..........cccoviiviie e 44
5.1.3 Détermination du taux de survie de DSF VS DMFA ........cccoooiiiiiiiiie e 45
5.1.4. Détermination du taux d’infection oocystique de DSF vs DMFA........................... 46

5.2.1. Détermination des taux de gorgement et de survie mensuelle du DSF par site
L4 R T s (SRS 47

5.2.2. Détermination du taux d’infection oocystique des moustiques par site d’étude ..48

5.3. Détermination du nombre de positivité de DSF par tranche d’age et par site d’étude

.................................................................................................................................................... 49
6.CoMMENTAITES €1 DISCUSSIONS ....vevveiiieiiesieeieeiesiee e eseesee e sseesreesseeseessaeteaseesseesseaneesseesesneessens 50
6.1. Détermination de la performance du DSF par rapport au DMFA (Phase 1).............. 51

1
BAGAYOKO ABOUBACAR THESE DE PHARMCIE XXI



Mesure de I'infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau et par membrane en
prélude a I'évaluation d'un vaccin bloquant la transmission du paludisme a Bancoumana et Samako, Mali

6.2. Détermination des parametres entomologiques du DSF par site d’étude.................... 53
6.3. Détermination du nombre de DSF positif par tranche d’4ge et par site d’étude....54

6.4, Limites de PEEUAE .............oooiviiiiiiiiiiii s 55
T CONCIUSION ...t bbbt b e bt b st e b et st e b et e b e e b ene et e e 57
8. RECOMMANTATIONS .....cvviviiiecie ettt bbb ne e e 58
O RETEIEINCES ... ittt bbbttt bbb bRt Rt b bbb bbb ne s 59
FO.ANINEXES ...ttt ettt ettt ettt et ettt b e e ek bt ekt e e R bt ekt e e R b e e b e e e R R e e R e e eR ke e be e eRb e e Re e e beenbeeenne e e 66
Annexe 1 : Procédure de |a goULte EPAISSE ........coerueiriirieieierierieeeiese et 66
Annexe 2 : Procédure de Test de Diagnostic Rapide (TDR) @ ....cccooereiinineineneneceesenen 68

1
BAGAYOKO ABOUBACAR THESE DE PHARMCIE XXII



Mesure de I'infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau et par membrane en
prélude a I'évaluation d'un vaccin bloquant la transmission du paludisme a Bancoumana et Samako, Mali

1
BAGAYOKO ABOUBACAR THESE DE PHARMACIE 1



Mesure de I'infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau et par membrane en
prélude a I'évaluation d'un vaccin bloquant la transmission du paludisme a Bancoumana et Samako, Mali

1.INTRODUCTION

Le paludisme est une maladie potentiellement mortelle provoquée par des parasites du genre Plas-
modium transmis a I'homme par la piqdre infectante de moustiques femelles du genre Anopheles
(1). Les espéces plasmodiales retrouvées chez I’homme a ce jour sont : Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, le Plasmodium knowlesi et le Plas-
modium cynomolgi (2). Les principaux vecteurs du paludisme rencontrés au Mali sont les membres
du complexe Anopheles gambiae, abondants surtout en saison pluvieuse, et Anopheles funestus,
plus fréquent en saison seche fraiche (3,4). Ce modele de répartition temporelle des vecteurs favo-
rise la transmission continue du paludisme pendant toute 1’année d’ou 1’appellation transmission

par relai (5).

Le paludisme est la premiére endémie parasitaire dans le monde et constitue un probléme majeur
de santé publique (6). Ainsi, selon le récent rapport de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
en 2025 il y aurait eu plus de 282 millions de cas dont 610 000 décés 1’année précédente. Parmi
ces cas, environ (94%) des cas et (95%) de déces seront survenus dans les pays de 1’ Afrique sub-

saharienne (7).

Au Mali, les données du systéme local d’information sanitaire ont rapporté environ 3 789 600 cas

confirmés de paludisme en 2024 (8).

Au cours de la derniére décennie, des investissements importants ont été réalisés dans le cadre de
la lutte contre le paludisme a travers le monde avec comme conséquence une réduction significative
du nombre des cas cliniques et décés dans le monde en général méme si ces succes ne sont pas

uniformes d’un pays endémique a un autre.

Parmi les défis associés aux récents ralentissements des progres vers 1’élimination du paludisme,
on peut citer : (i) la résistance des parasites aux antipaludiques et celle des moustiques aux insecti-
cides ; (i) ’engagement et I’adhésion communautaire aux interventions courantes de lutte et de
prévention ; (ii1) ’accés aux services de soins et de santé pour tous ; et (iv) le besoin de vaccins

plus efficaces pour I’ensemble des groupes d’age, etc (7).

1
BAGAYOKO ABOUBACAR THESE DE PHARMACIE 2



Mesure de I'infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau et par membrane en
prélude a I'évaluation d'un vaccin bloquant la transmission du paludisme a Bancoumana et Samako, Mali

Par rapport au paludisme, un vaccin efficace pourrait cibler le cycle biologique du parasite soit
chez I’homme ou chez le vecteur. Ainsi, les vaccins ciblant spécifiquement le cycle chez les mous-
tiques requierent une meilleure compréhension de leur biologie et de leurs interactions avec le

parasite (9).

Récemment, le monde a connu des progres fulgurants quant au développement, 1’approbation par
OMS et au déploiement de vaccins contre le paludisme chez les jeunes enfants : R21-M et RTS, S
(9). Malgré ces avancées, le besoin des mesures de contrdle supplémentaires sont nécessaires pour
compléter les vaccins existants et étendre leur protection a I'ensemble des populations vulnérables.
Ces "vaccins interrompant la transmission du paludisme” (VIMT) pourraient jouer un réle central
dans les futurs efforts d’élimination du paludisme (10). Ainsi un vaccin qui pourra interrompre la
transmission de P. falciparum serait une ressource précieuse dans le combat contre le paludisme
(12).

Une étude de cohorte realisée a Bancoumana entre février 2018 et janvier 2020 a mis en évidence
une incidence élevée du paludisme clinique chez les enfants &gés de 5 & 18 ans (12). Etant donné
le r6le important de cette tranche d’age dans le maintien de la transmission du parasite, elle cons-
titue une population privilégiée pour I’évaluation des vaccins bloquant la transmission du palu-
disme (12). Ces vaccins visent a réduire la capacité des individus infectés a transmettre Plasmo-

dium falciparum aux moustiques (13).

L’évaluation de ces vaccins nécessite des outils expérimentaux capables de mesurer directement la
capacité d’un individu vacciné a bloquer I’infection du moustique (13). C’est dans ce contexte que
des techniques de gorgement direct sur la peau (Direct Skin Feeding = DSF) et de gorgement
direct par membrane (Direct Membrane Feeding Assay (DMFA) occupent une place de choix
comme moyen d’évaluation des différents candidats vaccins bloquant la transmission du paludisme
(14). Ces deux méthodes sont largement utilisées dans les études de transmission, mais leur per-
formance peut varier selon les conditions expérimentales, le contexte épidemiologique, la densité

gamétocytaire chez I’homme et 1’état physiologique des moustiques utilisés (15,16).

En Afrique ainsi qu’au Mali, plusieurs études ont utilisé le DSF et le DMFA pour mesurer 1’infec-

tivité humaine aux moustiques et évaluer des interventions antipaludiques, y compris des candidats

vaccins (14-20).
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Toutefois, peu d’études ont comparé les performances de ces deux approches dans des conditions
optimisées, notamment chez les enfants d’age scolaire, reconnus comme le principal réservoir du

parasite et jouant un réle majeur dans le maintien de la transmission dans les zones d’endémie.

La présente étude qui s’est déroulée a Bancoumana et a Samako, deux sites situés dans une zone
de forte transmission avec des expériences d’essais cliniques sur les différents candidats vaccins
contre le paludisme a porté sur une comparaison des performances du DSF et du DMFA dans la
mesure de la transmission de Plasmodium falciparum, associée a une description des parametres

de transmission mesurés par DSF chez les enfants agés de 5 a 18 ans.

Les résultats de cette étude pourraient contribuer au choix de la méthode la plus appropriée pour
I’évaluation de I’efficacité des vaccins bloquant la transmission du paludisme et fournir des don-
nées utiles a une meilleure compréhension de la transmission de Plasmodium falciparum dans les

zones d'endémie palustre.
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OBJECTIFS
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2. OBJECTIFS
2.1. Objectif général

Evaluer I’infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau

(DSF) et par membrane (DMFA) a Bancoumana et Samako, Mali.

2.2. Objectifs spécifiques
» Déterminer la performance du DSF par rapport au DMFA
> Déterminer les paramétres entomologiques du DSF par site d’étude.
> Déterminer le nombre de DSF positif par site d’étude et par tranche d’age
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3. GENERALITES

3.1. Anopheles : vecteurs du paludisme

Plus de 430 espéces d’anopheles ont été découverts dans le monde dont une quarantaine sont ca-
pable de transmettre le Plasmodium a I’Homme (21). Le genre Anopheles est un groupe de mous-
tiques appartenant a la famille des culicidés. Ces moustiques sont d’une grande importance en rai-
son de leur role de vecteurs de maladies graves, notamment le paludisme, qui est causé par des
parasites du genre Plasmodium. Le moustique male se nourrit exclusivement d’aliments sucrés
(nectar floraux et extrafloraux, jus sucré, etc.,), tandis que la femelle s’alimente non seulement
d’aliments sucrés (qui procurent 1’énergie nécessaire pour le vol) mais aussi de sang humain et (ou)
animal qui lui permettent le développement de ses ceufs (21). C’est au cours du repas sanguin que

le moustique s’infecte en ingérant des gamétocytes de Plasmodium falciparum présents chez un

individu infecté, permettant ainsi la transmission ultérieure du parasite a un individu sain lors d’une

nouvelle pigure infectante.

En Afrique subsaharienne, An. gambiae s.l. et An. funestus sont les vecteurs principaux (4). Au
Mali, des études ont identifié plusieurs especes de Anopheles, parmi lesquelles An.gambiae, An.
coluzzii et An. arabiensis et An. funestus sont les vecteurs dominants. Le complexe Anopheles
gambiae comprend plusieurs membres avec des différences écologiques et de reproduction, no-
tamment An.gambiae, An. coluzzii et An. arabiensis (4). Ces especes présentent des préférences
saisonnieres et géographiques distinctes : An. gambiae est présent pendant la saison des pluies dans
les zones humides du sud, An. funestus prévaut pendant la saison séche dans des habitats frais et
ombragés, tandis qu'An. arabiensis se trouve dans les zone plus seches et éloignées des inondations.

An. coluzzii prédomine dans le Sahel et dans les zones irriguées (21).

3.1.1. Cycle de vie
Les moustiques du genre Anopheles ont un cycle de vie qui comprend quatre (04) principales étapes

réparties en deux (02) phases a savoir aquatique et aérienne (21).

1
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3.1.1.1. Vie aquatique
La premiére phase est aquatique et dure entre 10 et 14 jours selon 1’espéce et la température am-

biante. Elle comprend les stades d’ceuf, de larve et de nymphe :
» (Eufs :

Un ou deux jours suivant la prise du repas de sang, le moustique femelle adulte pond 50 a 300 ceufs

par oviposition et peut pondre au total entre 800 et 1000 ceufs pendant son cycle de vie.

Les ceufs de Anopheles sont pondus individuellement dans des endroits ou il y’a de I’eau stagnante,
comme les marais, les étangs et sont les seuls a étre doter de flotteur de chaque cotés. Résistants

moins a la sécheresse, ces ceufs éclosent en larve au bout de deux (02) a trois (03) jours (21).
> Larves:

Une larve émerge de chaque ceuf et flotte parallelement a la surface de I’eau afin de respirer. Elle
se nourrit des particules présentes dans 1’eau. La larve mesure seulement 1 mm, elle mue trois fois
avant d’atteindre 5 mm au quatriéme stade. Les larves sont présentes dans toutes sortes d’habitats,
mais la plupart des especes préferent de 1’eau propre, non polluée. Arrivée au 4e stade, la larve se

transforme en nymphe.
» Nymphe :

Une fois que les larves ont atteint un certain stade de développement, elles se transforment en
nymphe (pupe). Vu de c6té, celui-ci a une forme de virgule, faisant surface réguliérement pour

respirer par I’intermédiaire de trompettes respiratoires situées sur le céphalothorax (21).

3.1.1.2. Vie aérienne

Dans la vie aerienne ou encore phase adulte, les nymphes émergent de 1’eau a la surface et devien-
nent des moustiques adultes ou imagos. La ligne ecdysiale du cephalothorax de la nymphe agée se
fracture et libére successivement les différentes parties de 1’adulte : thorax, téte, antennes, ailes,

trompe, pattes, abdomen. L’adulte se retrouve a I’air libre posé sur son exuvie nymphale.
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Il reste quelques instants immobile, le temps que ses ailes se déploient et que la cuticule durcisse,
puis s’envole. L’émergence dure quelques minutes et représente une phase délicate dans la vie de
I’insecte ou se manifeste une forte mortalité (21). Seules les femelles sont responsables de la trans-
mission de maladies comme le paludisme. Elles se nourrissent de sang pour obtenir des protéines
nécessaires pour la maturation des ceufs et le cycle recommence. La durée de vie des femelles
adultes peut aller jusqu’a un mois (ou plus en laboratoire), mais la plupart ne vivent pas plus de 2
semaines dans la nature (21) ; méme si récemment une femelle anophéle colorée et relachée a éte

recapturée sept mois plus tard au Mali (22).

Cycle biologique

Engorgement Accouplement
Source ! MRTT / Laboaiore ae Génomique 2014

Figure 1: Cycle de développement des anophéles

Le développement du parasite chez le moustique, notamment la formation des oocystes, constitue

I’indicateur utilisé pour évaluer I’infection du moustique dans les essais de transmission tels que le

DSF et le (14,17,20).
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3.2. Le parasite
3.2.1. Systématique
L'agent pathogéne du paludisme appartient au phylum des Apicomplexa ; a la classe des Sporozoae

; ordre des Eucoccididae ; famille des Plasmodidae et au genre Plasmodium (23).

Ces Plasmodiums humains different entre eux par plusieurs caractéristiques epidémiologiques, bio-

logiques et cliniques spécifiques.

Il existe plus de 140 espéces de Plasmodium, touchant diverses espéces animales mais seules ces
espeéces sont retrouvées a ce jour en pathologie humaine. Il s’agit de : Plasmodium falciparum
(LAVERAN 1880), Plasmodium vivax (Grassi et Felleti,1890), Plasmodium malaria (LAVE-
RAN,1881), le Plasmodium ovale (Stephens1922), Plasmodium Knowlesi (Knowles 1932) et Plas-
modium cynomolgi (Martin Mayer 1907) (2).

Les especes de Plasmodium rencontrées au Mali sont au nombre de quatre : Plasmodium falcipa-
rum, Plasmodium malariae, Plasmodium vivax, et Plasmodium ovale (24). La plus mortelle et la

plus fréquente reste Plasmodium falciparum (24).

Il est a I’origine d’une épidémie en voie d’extension chez ’homme et est responsable d’acces

graves de paludisme et de déces.

Le cycle du paludisme est complexe et comporte deux étapes essentielles : une phase asexuée chez
I’homme (hote intermédiaire), et une phase sexuée chez le moustique (hote définitif). Le Plasmo-
dium se développe pendant une partie de sa vie dans les hématies, d’ou son nom hématozoaire.

Chez I’homme le cycle est lui-méme divisé en 2 phases :

]
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3.2.2. Cycle biologique

Les parasites du paludisme adoptent une variété remarquable de stades morphologiques au fur et a
mesure de leur transition, chaque stade est spécialisé pour habiter des environnements des hotes
mammiféres et moustiques vecteurs tres différents (21).Bien qu’ils soient unicellulaires, les para-
sites du paludisme présentent une plasticité cellulaire remarquable au cours de leur cycle de vie
complexe, avec des stades allant de 1,2 a 50 mm et couvrant des environnements humains et mous-
tiques distincts. Le développement et la transmission de la maladie sont donc soutenus par la capa-
cité du parasite a se différencier en série et en formes morphologiquement distinctes, y compris les

stades invasifs, réplicatifs et sexuels (25).

3.2.2.1. Chez ’homme
> La phase hépatique asymptomatique

Au cours de la piqire, I’anophele femelle infectée injecte dans les capillaires des sporozoites. 1l est
a noter que moins de 20% des piqlres de moustiques contenant des sporozoites dans leurs glandes
salivaires sont responsables d'infections en zone d'endémie (21). Les sporozoites, injectés lors de
la piqlre, traversent la peau et la lymphe pour atteindre le foie. La, ils pénétrent dans les hépato-
cytes en utilisant la protéine CSP pour interagir avec des récepteurs spécifiques sur la membrane
cellulaire (26). A l'intérieur des hépatocytes, les sporozoites se transforment en schizontes hépa-
tiques, une masse multinucléée qui se développe dans une vacuole parasitophore, protégeant ainsi
le parasite contre le systéme immunitaire de I'néte (27,28). Les schizontes hépatiques matures li-
bérent des milliers de mérozoites qui infectent les globules rouges en se libérant lors de I'éclatement
des hépatocytes. Cette phase de multiplication hépatique est asymptomatique et dure de 7 a 20
jours, selon I'espece de Plasmodium.

» La phase sanguine ou érythrocytaire

Tres rapidement, les mérozoites pénétrent dans les globules rouges pour une nouvelle transforma-
tion et multiplication (stade de trophozoites puis transformation en (schizontes) qui prend 24 heures
(P. Knowlesi), 48 heures (P. falciparum, P. vivax, P. ovale) ou 72 heures (P. malaria) et conduit a
la destruction du globule rouge hote et a la libération de 8 & 32 nouveaux mérozoites (29).
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Ces mérozoites pénetrent dans de nouveaux globules rouges et débutent un nouveau cycle de ré-
plication. Cette partie correspond a I'évolution cyclique variable de la fiévre : toutes les 24 heures

(P. Knowlesi), tierce (P. falciparum, P. vivax, P. ovale) ou quarte (P. malaria) (30).

En pratique, on observe que la fiévre tierce due a P. falciparum est rarement synchrone. Aprés un
certain nombre de cycles érythrocytaires, certains mérozoites subissent une maturation d’une di-
zaine de jours, ainsi les gameétocytes apparaissent dans le sang et vont rester en circulation pendant
10 & 15 jours.

Dans les infections a P. vivax et P. ovale, certains sporozoites intrahépatiques restent quiescents
(hypnozoites) et sont responsables d’une schizogonie hépatique retardée qui entraine la libération
dans le sang de mérozoites plusieurs semaines a plusieurs mois aprées la piqlre du moustique, ex-
pliquant ainsi les reviviscences tardives observées avec ces deux especes. Les hypnozoites n’exis-
tent pas dans I’infection a P. falciparum (pas de rechute). Ils n’ont pas été mis en évidence non

plus dans I’infection a P. malaria (malgré 1’existence de rechutes tardives) et P. knowlesi (30).
3.2.2.2. Chez la femelle anophéle :

Les gamétocytes ingérés par le moustique lors d’un repas sanguin sur un sujet infecté se transfor-
ment en gametes males et femelles qui fusionnent en un ceuf libre, mobile, dénommé ookinete. Cet
ookinéte quitte la lumiere du tube digestif, se fixe ensuite a la paroi externe de 1’estomac et se
transforme en oocyste. Les cellules parasitaires se multiplient a I’intérieur de cet oocyste, produi-
sant des centaines de sporozoites qui migrent ensuite vers les glandes salivaires du moustique
(21,31). Ces sporozoites sont les formes infectantes, prétes a étre inoculées avec la salive du mous-
tique lors d’un repas sanguin sur un hote vertébré. 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) avec une tempeérature minimale de 18°C nécessaire a la ma-
turation (21,32).

La présence de gamétocytes circulants chez ’homme est un élément essentiel dans la transmission
du paludisme, car ce sont ces formes qui infectent le moustique lors du repas sanguin (20). Ainsi,
la mesure de I’infectivité humaine aux moustiques constitue un indicateur clé dans les études de

transmission, notamment a I’aide des méthodes DSF et DMFA.
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Figure 2: Cycle biologique des plasmodies (source : www.cdc.gov/malaria/about/biology/in-
dex.html)

3.3. Généralités sur les essais expérimentaux de gorgement des moustiques
La transmission du parasite du plasmodium dépend de 1’ingestion de gamétocytes matures par le
moustique vecteur, un processus qui peut étre étudié expérimentalement par des techniques de gor-

gement controlé (10).

L’infection expérimentale des anopheéles par les plasmodies est une technique délicate et essentielle
pour I’étude de la transmission du paludisme et 1’évaluation des interventions de blocage de la
transmission (33). Il s’agit d’infections provoquées en conditions controlées chez des moustiques
élevés en insectarium. On distingue principalement deux grandes méthodes de gorgement expéri-

mental.

3.3.1. Gorgement direct sur la peau
C’est une méthode qui consiste a appliquer des pots contenant des moustiques sur une partie du

corps (avant-bras, mollet ou cheville) des volontaires pendant quinze minutes (14).

]
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Cette technique est aussi appelée en anglais « Direct Skin Feeding ». Elle est tres proche des con-
ditions de transmission naturelle. Historiquement, des études sur le DSF ont été menées sur un
certain nombre de sites dans le monde (15,16,34,35). Plusieurs études sur cette technique ont été
également menées en Afrique, plus particulierement au Mali et se sont révélées sans risques majeur

pour les participants (14,36,37).

Selon les résultats de 1’étude d’optimisation du DSF réalisée au Mali en 2017 par Coulibaly et al,
le taux d’infection moyen des moustiques gorgés sur I’avant-bras était meilleur par rapport a celui

de cheville et du mollet sans différence significative (14).

3.3.2. Gorgement direct par membrane

C’est une technique d’infestation expérimentale qui consiste a gorger les moustiques d’élevage
avec du sang a travers une membrane (Baudruche, Parafilm, etc.) dans un feeder connecté au *‘fee-
der-machine’ et maintenu a 37°C pendant quelques minutes. Une fois qu’on utilise du sang prélevé
chez un individu, cette technique prend I’appellation anglo-saxonne de « Direct Membrane Feeding
Assay » DMFA (14,17). Généralement deux méthodes de gorgement par membrane sont utilisées :
I’Essai Standard de gorgement par Membrane (SMFA) et I’Essai Direct de gorgement par Mem-
brane (DMFA).

3.3.2.1. Essai Direct de Gorgement par Membrane (DMFA)

Le DMFA est une méthode utilisée pour mesurer la capacité d’un parasite a infecter les moustiques
vecteurs, en nourrissant ces derniers avec du sang humain contenant le parasite a travers une mem-
brane artificielle maintenue a 37°C. Cette technique est trés utilisée dans la recherche sur la trans-
mission du paludisme et d’autres maladies vectorielles. Le DMFA est une méthode précieuse pour

comprendre comment les parasites se transmettent aux moustiques.

Des travaux ont montré que plusieurs facteurs influencent la performance du DMFA, notamment
I’age des moustiques, les conditions de manipulation du sang et le délai entre le prélevement et le
gorgement. En 2017, Coulibaly et al ont également testé différentes conditions pour améliorer les

parameétres de gorgement des moustiques lors des DMFA (14) :

1
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e Les moustiques jeunes (3-6 jours) se gorgeaient mieux, survivaient plus longtemps et
avaient un meilleur taux d’infection que les moustiques agés (9 jours).

e Letemps de mise en jeun des moustiques (starvation) idéal était de 8 heures durant laquelle
les moustiques ont montré un meilleur taux de gorgement et de survie comparée aux temps
de 14 heures et 20 heures.

e Le type de membrane (parafilm vs baudruche) n’a exercé aucune influence sur le taux de
gorgement des moustiques.

e C(Cette ¢tude a permis d’optimiser les conditions de test sur le terrain au Mali.

3.3.2.2. Essai Standard de Gorgement par Membrane (SMFA)
Le SMFA est une version standardisée du gorgement par membrane utilisée principalement dans

1’évaluation des anticorps ou des sérums dans des conditions de laboratoire controlées.

Le sérum (ou plasma) obtenu a partir de volontaires est mélangé a des parasites provenant d'une
culture de laboratoire, et le mélange est placé dans un nourrisseur (feeder glass) recouvert d'une
membrane artificielle. Des moustiques pré-affamés provenant d'une colonie de laboratoire sont
autorisés a se nourrir a travers cette membrane. Une semaine apreés le gorgement, les moustiques
sont disséqués et les estomacs sont colorés au mercurochrome pour détecter la forme oocystique

du parasite.

Cette méthode est particulierement utilisée dans les études précliniques et les essais de vaccins
bloguant la transmission (38,39).

3.3.3. But des infections expérimentales
Les infestations expérimentales sont des techniques mises au point pour plusieurs buts dont on

peut citer :

e Evaluer la susceptibilité des espéces d’anophéles aux différentes espéces plasmodiales (40)

o Etudier les facteurs qui déterminent la transmission hote humain-vecteur du parasite (41) ;

e Estimer I’infection d’une population humaine pour une souche de moustiques (42) ;

e Déterminer I’effet des médicaments antipaludiques sur les stades sexués de plasmodium
(30)

e Evaluer les candidats vaccins bloguant la transmission du parasite du Plasmodium (18,43).
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Ces techniques constituent aujourd’hui des outils de référence pour 1’évaluation fonctionnelle de

la transmission du paludisme et pour la validation des stratégies de blocage de la transmission.
Malgre leur utilisation courante, le DSF et DMFA présentent des limites importantes.

Le DMFA, bien que standardisé peut altérer la viabilité des gamétocytes en raison de la manipu-
lation du sang tandis que le DSF, plus proche des conditions naturelles, reste difficile a standardiser.
Cette divergence souleve des incertitudes quant a la méthode la plus appropriée pour mesurer la

transmission du paludisme en conditions de terrain.

3.4. Généralités sur les Vaccins contre le paludisme :
Les vaccins contre le paludisme visent a réduire la morbidité, la mortalité et, a terme, la transmis-
sion de la maladie. Plusieurs approches vaccinales sont développées selon les stades du parasite

ciblés : stades pré-érythrocytaires, stades sanguins et stades sexuels.

Les progres récents ont conduit a I’introduction de vaccins antipaludiques chez les jeunes enfants
dans plusieurs pays africains. Toutefois, ces vaccins ne suffisent pas a eux seuls a interrompre la
transmission, d’ou I’intérét de stratégies complémentaires, notamment les vaccins bloquant la

transmission.

3.4.1 Les candidats vaccins bloguant la Transmission du Paludisme

Les vaccins bloguant la transmission induisent des anticorps empéchant la maturation des stades
sexuels du parasite chez le moustique. Les formes sexuées se développent dans les globules rouges
quelques semaines apres infection et deviennent infectantes pour les moustiques qui piquent des
sujets infestés. Avec une large couverture de la vaccination, ces vaccins pourraient réduire la trans-
mission du paludisme dans les régions d’endémie en diminuant le nombre de moustiques infectants.
Un vaccin bloquant la transmission contribuerait également a empécher 1’apparition de parasites
pharmaco résistants et/ou de variantes susceptibles d’échapper au vaccin, sélectionnés sous 1’effet
de vaccins de stades sanguins asexués et de stades pré érythrocytaires partiellement efficace (44).
Au stade des formes sexuées du parasite dans le sang, les chercheurs tentent d’obtenir un vaccin

dit « altruiste ». Ces candidats vaccins vont induire chez I’étre humain la production d’anticorps.
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Ces anticorps ingérés par le moustique lors de son repas sanguin, vont bloquer le développement
du parasite au stade de gameétocyte. Ainsi, la transmission du parasite a un autre héte sera inter-

rompue et le cycle du paludisme aussi.

Le paludisme se transmet dans un périmétre de quelques centaines de metres de la source infectée
et le TBV apparait comme le moyen de protéger toute une communauté (45). Le TBV cible les

antigénes exprimés a la surface des gametes du parasite et la production d’anticorps est stimulée.

Les anticorps contre les gametes empéchent leur fécondation, détruisent les gametes ou zygotes
dans les 10 a 15 minutes aprés I’entrée dans le systéme alimentaire du moustique. Ces anticorps
agissant sur les ookinétes sont efficaces 12 a 24 heures au plus tard pour les empécher de pénétrer
I’intestin de devenir des oocystes et de former les sporozoites, lesquels pourraient éventuellement

infecter un autre hote intermédiaire (45).

3.4.1.1. Antigénes de pré-fécondation
Plusieurs antigénes 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
bloquer la transmission in vitro. 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 1’hote
intermédiaire, lequel dans un individu vacciné peut entrainer une augmentation naturelle des anti-
corps (45,46).

> Pfs48 | 45 : Cette protéine est exprimée aux surfaces des gamétocytes et gameétes de P.
falciparum et joue un role central dans la fertilité des gametes males (47).

» Pfs230 : Une protéine de 230kDa exprimée sur la surface de gamétocytes. L’activité de
blocage des antiPfs-230 anticorps n’a été détectée, qu’en présence des protéines du com-

plément uniquement (48).
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3.4.1.2. Antigenes de post-fécondation
La deuxieme classe des antigenes consiste des protéines exprimeées exclusivement ou en prédomi-

nance sur les zygotes ou les ookingetes, lesquels ne sont pas présents dans 1’hote intermédiaire.

Les réponses des anticorps ne peuvent donc pas étre décuplées apres une infection naturelle. Une
¢tude d’ADN génomique, a localisé 10 descendances de génes de Pfs28 et Pfs25 sur le chromosome
10 ayant le méme mode de transmission génétique (49). Ces protéines sont des cibles pour les

anticorps qui interférent avec la maturation des ookinetes et la formation des oocystes.

3.4.2. Candidats vaccins au stade hépatique

Un vaccin qui ciblerait le stade hépatique du parasite serait le seul vaccin capable d’empécher les
manifestations cliniques du paludisme. Un tel vaccin serait bénéfique pour les individus qui n’ont
jamais été exposes au parasite (populations locales et voyageurs) et qui représentent une population

a haut risque (45).

La réponse immunitaire qui doit neutraliser les sporozoites est specifique et différente de ce qui est
demandé pour détruire le parasite dans les autres stades de son évolution. Un vaccin efficace devra
neutraliser chaque sporozoite parce que chacun a la potentialité de devenir plus de 30000 méro-
zoites. C’est particulierement difficile car les sporozoites ne circulent que quelques minutes dans
le sang. Il est donc nécessaire qu’une forte concentration d’anticorps soit présente dans le sang.
Une fois que les sporozoites sont a I’intérieur du foie, ils sont protégés contre les attaques du sys-

téme immunitaire humain et sont donc plus difficiles a détruire (45).

» CSP ou Circumsporozoite Protein
La protéine du sporozoite se développe essentiellement dans les glandes salivaires du moustique.
Il s’agit de la CSP ou Circumsporozoite Protein. Les résultats positifs des études sur la réponse
immunitaire de CSP ont montré que cette protéine pouvait étre utilisée dans 1’élaboration d’un

vaccin (45).

En 2023 la lutte contre le paludisme a franchi des obstacles importants par le déploiement du tout
premier vaccin antipaludique RTS,S/AS01 recommandé en 2021 et la recommandation par I’OMS

d’un deuxiéme vaccin sir avec une efficacité plus prometteuse, R21/Matrix-M (49).
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Ces vaccins sont les seuls a avoir atteint la phase III d’essai clinique et ont été utilisés avec succes
dans un contexte de saisonnalité et dans le cadre de la vaccination du paludisme saisonnier dans
plusieurs pays notamment au Mali dans des essais randomisés chez les enfants de moins de 5 ans
(50).

Le vaccin antipaludique RTS, S/AS01 a achevé avec succes les essais de phase |11, démontrant une
réduction d'environ 50% du risque de paludisme dans I'année suivante de la primovaccination et
de 39% sur une période de quatre ans, avec une efficacité de 32% contre les formes graves de la
maladie (51). Une dose de rappel a été recommandée pour augmenter son efficacité chez les en-
fants. En octobre 2021, I'OMS a approuvé ce vaccin comme le premier vaccin antipaludique au
monde, spécifiquement pour les enfants vivant dans des zones a risque en Afrique subsaharienne
et autres régions ou le paludisme cause par Plasmodium falciparum est prévalent (52). Le vaccin
R21 est le deuxieme vaccin antipaludique recommandé par I'OMS en octobre 2023 (51). 1l a montré
une efficacité supérieure a lI'objectif de 75%, réduisant de 77% le nombre de cas symptomatiques
de paludisme au cours de I'année suivante de I'administration d'une série de trois (3) doses. Une
quatrieme dose un an apres la troisiéme est recommandée pour maintenir cette efficacité élevée
(53).

3.4.3. Candidats vaccins au stade érythrocytaire
Creéer un vaccin pour sensibiliser le systeme immunitaire aux globules rouges infectés est difficile.
La raison principale étant le manque de connaissance sur la réaction du systéme immunitaire avec

la cellule infectée.

Deux types de vaccins sont envisagés : ceux qui empéchent le parasite d’envahir les globules rouges
ou de s’y développer et ceux qui miment 1’état de prémunition. Ces derniers sont aussi nommeés «
vaccins anti-maladie », car ils luttent contre les pathologies induites par le parasite (45). Le déve-
loppement de vaccins contre la phase sanguine se heurte a de nombreux défis, notamment le tres
court de temps pendant lequel les mérozoites sont disponibles en dehors des erythrocytes pour une
attaque facile par les anticorps induits, le grand nombre de mérozoites a cibler par rapport au faible
nombre de sporozoites en phase pré-érythrocytaire, la diversité antigénique et les nombreuses voies

d’invasion (54).
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Plusieurs antigénes sont fortement exprimés a la surface des mérozoites, mais ils n’ont pas montré

d’impact significatif sur le paludisme clinique (55-57).
3.4.4. Les candidats vaccins multistades ou vaccins multi-étapes

Les vaccins multistades combinent des antigénes de différents stades du cycle parasitaire afin d’ob-
tenir une protection plus large et de réduire la transmission. Cette approche vise a produire des

effets synergétiques en ciblant simultanément plusieurs étapes du cycle du parasite (58).

En 2013, 'OMS a fixé comme objectif stratégique le développement d'un vaccin multi-phases
contre le paludisme, a atteindre d'ici 2030 (58).

Ainsi, plusieurs études ont examiné l'application d'un mélange ou de la Co-administration de vac-
cins ciblant différents stades, notamment la combinaison de RTS, S/AS01 et du Pfs25-IMX313
avec des résultats prometteurs (61). Un autre candidat vaccin antipaludique (cPvMSP1-Pvs25)
contre le paludisme a Plasmodium vivax a permis d’induire des réponses anticorps de longue durée

de vie contre les parasites sanguins et une activité de blocage de la transmission (60).
Cette approche présente plusieurs avantages :

e Elle permet d'atteindre un tres haut niveau d'efficacité, ce qui semble trés difficile en pra-
tique avec des vaccins monophasés.
e Elle permet d'avoir les synergies potentielles entre les composants du vaccin agissant a dif-

férents stades du cycle de vie.

Bien que prometteuse, cette stratégie est encore majoritairement en phase préclinique.

Ainsi, I’infestation des moustiques par le Plasmodium repose sur 1’ingestion des gamétocytes ma-
tures circulants chez 1’hdte humain lors du repas sanguin. L’évaluation de cette infectivité humaine
aux moustiques constitue un elément essentiel pour la compréhension et le contrdle de la transmis-

sion.

A cet effet, des approches expérimentales telles que le gorgement direct sur la peau (DSF) et le
gorgement direct par membrane (DMFA) ont été développées afin de reproduire et de quantifier

ce processus dans des conditions controlées.
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4. Matériels et Méthodes

4.1. Site d’étude
» Description

L’étude a été conduite par I’équipe entomologique d’Infectious Diseases and Medical Entomology
Research &Training Center (IDMERTC) de I’Université des Sciences de Techniques et Technolo-
gies de Bamako au centre de santé « John R. La montagne » de IDMERTC a Bancoumana et au

centre de Santé de Samako.

Bancoumana est situé a 65 km au sud-ouest de Bamako (12°20°N,8°20W) et a une population d’en-
viron 10.500 habitants (recensement IDMERTC Mars 2017). Le site est situé dans la zone souda-
nienne au sud du Mali. Le climat est chaud avec des températures journaliéres variant entre 19°C
et 40°C. La pluviométrie annuelle varie entre 600 mm a 1200 mm et survienne de juillet a novembre
(14,17).

A I’instar des autres Communes, celle de Bancoumana est créée par la 1oi n°096-059 du 04/04/1996
portant création des communes au Mali. A dominance malinké, la commune rurale de Bancoumana

est le fruit de I’union de trois secteurs :

e Le Sendougou avec comme poéle d’attraction Bancoumana.
e Le Finadougou regroupé au tour de Kéniéroba.

e Le Balaouléna et Kanibaoulena regroupé au tour de Djiguidala.

Elle est composée de 14 villages que sont : Bancoumana (chef-lieu de commune), Kollé, Niaga-
nabougou, Nankilabougou, Kéniéroba, Ticko, Ouoronina, Samako, Missira, Tema, Niamé, Gon-
solo, Djiguidala et Madina.

Samako est un petit village Malinké situé a 60 Km au Sud-ouest de Bamako, la capitale du Mali,
eta 15 Km de I'axe routier RN5. 1l dépend de la sous-préfecture de Siby qui a 15 km de lui. Samako
est de la commune rurale de Bancoumana. Le village de Samako est entouré par les monts man-

dingues au nord et le fleuve Djoliba au sud qui se jette 8 km plus loin dans le fleuve Niger.

1
BAGAYOKO ABOUBACAR THESE DE PHARMACIE 23



Mesure de I'infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau et par membrane en
prélude a I'évaluation d'un vaccin bloquant la transmission du paludisme a Bancoumana et Samako, Mali

Le climat de Samako se divise en 2 saisons. La saison seche commence de novembre a avril, et se
subdivise en périodes hivernale ou il fait trop froid et chaude pendant laquelle on peut répertorier
de fortes températures qui vont jusqu'a 38°C.Vu des aléas climatiques, la pluviométrie est souvent

fluctuant et change entre 650 millimétre et 1200 millimetre annuelle.
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Depuis 1993, I'équipe de I''DMERTC est présente a Bancoumana et intervient périodiqguement a
Samako dans le cadre de ses activités de recherche sur le paludisme. C'est dans ce contexte que
nous avons choisi d'entreprendre la présente étude & Bancoumana ainsi qu'a son site satellite de

Samako.
Le choix des sites était basé sur les raisons suivantes :

e La bonne coopération avec la population depuis 1993 a nos jours, de la présence d’infras-
tructures adéquates et I’engagement de la communauté.

e Des études de gorgement direct des moustiques ont été conduites & Bancoumana par le
Passeé et la population est familiere avec le concept (17,18,36,37,46)

e L’intensité de diffusion du paludisme a P. falciparum.

e La stabilité relative de ses populations.

Les activités entomologiques ont été réalisés dans un laboratoire de confinement pour arthropodes

de niveau Il (ACL2) conforme aux normes de biosécurité en vigueur.

4.2. Type et Période d’étude :
11 s’agit d’une étude longitudinale qui a consisté a collecter de fagon périodique des données chez

les participants. Elle s’est réalisée en deux phases :

» Phase 1 (de novembre 2023 a février 2024) : Evaluation de la performance des techniques
DSF et DMFA
> Phase 2 (d’aoiit 2024 a janvier 2025) : Détermination des parametres entomologiques du DSF

selon le site d’étude et la tranche d’age

4.3. Critéres d’inclusion et d’exclusion

4.3.1. Critéres d’inclusion

* Enfants agés de 5 a 18 ans

« Etre en bonne santé générale aprés que les cliniciens de I'étude ont examiné leurs antécédents

médicaux et les résultats des tests de laboratoire
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* Accepter que leur sang soit stocké en vue de recherches futures
« Etre résident connu de Bancoumana ou de Samako

* Accepter de subir des gorgements directs de moustiques sur leur peau ou le prélevement sanguin

pour le DMFA

* Accepter et signer un formulaire de consentement ; et si vous avez entre 12 et 15 ans ou entre 16
et 17 ans et que vous n'étes pas mariés ou autonome selon la loi, vous signerez un formulaire

d'assentiment.

4.3.2. Critéres d’exclusion

Ne peuvent pas participer a cette étude si :
« IIs souffrent d'une maladie susceptible de nuire a leur compréhension de I'étude

« Ils souffrent d'une maladie susceptible d'affecter leur sécurité et leurs droits en tant que participant

a cette étude ou de leur empécher de participer correctement a I'étude
* [Is participent ou ont accepté de participer a une autre étude sur les vaccins
« IIs ont des antécédents de réaction grave aux pigdres de moustiques.

4.4. Matériels

4.4.1. Matériel biologique :

Le matériel biologique testé était une souche de Anopheles coluzzii

4.4.1.1. Elevage des moustiques et mesures de biosécurité de la fourniture de sang
> Elevage des moustiques de Anophéles coluzzii

Les moustiques utilisés dans cette étude sont issus d’une colonie de laboratoire.

Cette colonie a été établie a partir de femelles An. gambiae s.1. de forme moléculaire M, désignée
depuis 2013 comme une espece, a savoir Anopheles coluzzii. La colonie est issue de collectes réa-

lisées en N’gabakoro (commune de Moribabougou), Mali en 2008.
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Ces moustigues étaient élevés dans un laboratoire de confinement pour arthropodes de niveau Il
(ACL2) du « Infections Diseases Malaria Entomology Research and Training Center » (ID-
MERTC) comportant deux zones distinctes : I'une pour I’¢élevage et la conservation des moustiques

naifs, I’autre pour le stockage sécurisé des moustiques apres leurs gorgements infectieux.

Des expériences ont montré que cette espece s’adapte mieux aux conditions d’insectarium (tempé-

rature 25+£2°C et 70£10% d’humidité relative) et une photo périodicité de 12 heures.

Figure 4: Photo de I’insectarium (IDMERTC)

» Mesures de biosécurité de la fourniture de sang

Les poches de sang utilisées pour le gorgement des moustiques sont préalablement testées pour
plusieurs affections incluant la syphilis, I’hépatite B, I’hépatite C et le VIH. Seules les poches tes-

tées négatives a toutes ces affections étaient utilisées pour gorger les moustiques.

En plus, d’autres conditions supplémentaires étaient requises pour s’assurer de la qualité du sang a

savoir :

e Interviewer le donneur avant le prélévement pour s’assurer qu’il n’a pas pris d’ivermectine
qui peut affecter la survie des moustiques (61).

e Garder les poches au CNTS pendant 5 jours a compter de la date de préléevement du sang.

1
BAGAYOKO ABOUBACAR THESE DE PHARMACIE 27



Mesure de I'infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau et par membrane en
prélude a I'évaluation d'un vaccin bloquant la transmission du paludisme a Bancoumana et Samako, Mali

e Au terme de ce délai, le donneur est interviewé pour s’assurer qu’il ne présente pas de
signes, de fiévre ou de céphalées qui sont généralement des symptdmes de la fiévre de la

vallée du Rift dont le virus a été isolé chez An. gambiae au laboratoire

Les moustiques anophéles peuvent rarement transmettre le virus de la fievre de la vallée de Rift
(FVR), dont la transmission trans-ovarienne a été décrite (62). La FVR est surtout transmise a 1’étre
humain par le contact direct avec les animaux infectés, bien que la transmission par les moustiques
soit possible, avec les moustiques Aedes comme principaux vecteurs. La période d’incubation est
de 2-6 jours (63).

Aucune épidémie de FVR n’a été rapportée au Mali jusqu’ici, et la transmission trans-ovarienne
est rare et il est trés peu probable de voir la persistance d’infection des moustiques de plusieurs

générations (par exemple les colonies de moustiques de laboratoire du IDMERTC ou d’ailleurs).

Pour documenter 1’absence de contamination, les colonies de laboratoire ainsi que ceux capturés
sur terrain ont été testés pour la FVR par les méthodes moléculaires et la confirmation d’isolation

virale. Tous les tests effectués ont été négatifs a ce jour.
4.4.2. Matériel technique :

Cette étude a été realisee par quatre (4) équipes de recherche.
» Equipe clinique

L’équipe clinique prenait les parametres vitaux (température, tension artérielle...) de chaque vo-
lontaire avant de le conduire au laboratoire. Tous les volontaires remplissaient un questionnaire
d’¢ligibilit¢ DSF/DMFA avant chaque essai de gorgement. Leurs antécédents médicaux et leur

température étaient releves avant chaque essai.

Les volontaires présentant une température supérieure a 37,5 °C étaient exclus du gorgement. De
méme, toute personne déclarant étre malade, atteinte de paludisme ou d’une autre affection était

exclue. L’¢éligibilité était soigneusement documentée dans un formulaire dédié.
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» Equipe du laboratoire

Lors de chaque visite, un prélevement sanguin veineux était effectué chez tous les volontaires pour
la réalisation de la goutte épaisse (GE) et du Test de Diagnostic Rapide (TDR). Apres leur passage
au poste clinique, ou un numéro de screening leur était attribué, les participants ont eu un préleve-
ment veineux de 1 ml de sang dans un tube EDTA destiné au diagnostic du paludisme ainsi que de
2 a 3 ml de sang veineux dans un tube hépariné pour la réalisation du Direct Membrane Feeding
Assay (DMFA).

Une fois le prélevement effectué, les tubes ainsi que les confettis étaient identifiés a I'aide d'éti-
quettes portant le numéro d'identification du participant, son sexe, le numéro de I'étude, la date et
I'neure du prélévement ainsi que les initiales du biologiste responsable du prélevement. Les échan-
tillons étaient ensuite disposés dans des portoirs adaptés et acheminés vers le laboratoire. A leur
réception, un contréle de la conformité de I'étiquetage était realise, suivi du tri des échantillons

avant leur traitement et les différentes analyses biologiques.
e Gouttes épaisses et frottis minces :

Les goutes epaisses et les frottis minces colorés au Giemsa ont été examinés au laboratoire clinique

conformément aux procédures standards.
e Diagnostic Rapide du Paludisme :

Pour les visites imprévues et le diagnostic Clinique, les TDR ont été utilisés pour la détermination
d’un paludisme aigu ; mais ces tests n’ont pas été utilisés a la place de la microscopie pour déter-

miner I’infection palustre comme critéres de jugement.

Apres les examens du TDR au laboratoire, le dossier des volontaires était transmis aux cliniciens

pour évaluer 1’¢ligibilité du volontaire pour la séance de gorgement des moustiques.
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» Equipe d’entomologie

% Production des moustiques :

Les anopheles femelles étaient gorgés sur membrane avec du sang (groupe O+) de donneurs sains
du Centre National de Transfusion Sanguine (CNTS). Cet apport sanguin est indispensable pour la
maturation des ceufs de moustiques. Les femelles étaient gorgées une fois par jour pendant deux
jours successifs pour leur permettre de développer des ceufs. Aprés leur gorgement sur membrane,
les femelles étaient gardées au repos pendant 2-3 jours successifs nécessaires pour la digestion du
repas de sang et la maturation des ceufs. Au troisiéme jour, trois ou quatre boites de pétri contenant
du coton imbibé d’eau et recouvert par papier wattman (pour simuler les gites de reproduction de
la nature dans lesquels les femelles de Anopheles gambiae pondent leurs ceufs) étaient placées dans
les cages pour deux jours afin que les femelles viennent y pondre. La collecte des ceufs se faisait
(1a2)jours apres la mise en ponte. Au bout de 48 h, ces boites sont retirées et les ceufs sont repartis
dans des plateaux étiquetés (date de ponte, génération, souche de la colonie) contenant de 1’eau de
robinet pour leur éclosion. Les larves issues de 1’éclosion sont nourries a la Koi Food® La densité
moyenne de larves par plateau était d’environ 200 individus pour un litre d’eau. Elles vont pour-
suivre leur développement du stade L1 a L4 par des mues successives tous les deux jours. Une fois,

au stade L4, elles se métamorphosent en nymphes.

Dans les conditions de notre insectarium, les nymphes étaient observées entre le 10éme et le 14eme

jour apres la ponte des ceufs dont elles sont issues.

Les nymphes étaient collectées quotidiennement et placées dans une cage d’émergence sur laquelle
était écrite la date de leur émergence, le rang de la génération ainsi que 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 30x30x30cm faites de tulle mousti-
quaire de chaque c6té) sont sélectionnés et gorgés deux a trois jours apres leur émergence, pour le

maintien de la colonie.
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Figure 5: Photo A5 Séance de gorgement ; Figure B5 Cage avec des moustiques adultes

Source: Infections Diseases Medical Entomology Research and Training Center 2024
« Tri des moustiques femelles pour le gorgement

Le tri des moustiques est une étape trés importante qui demande beaucoup de précautions pour ne
pas les endommager et les rendre inaptes au moment du gorgement. Il a été résumé ici de maniére

sommaire :

L’opérateur utilisait un aspirateur de transfert : tenant le tube dans la main et la gaine dans la
bouche, aspirait un petit nombre de moustique dans le tube (3-5 moustiques). 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 répétés jusqu’a avoir le nombre de moustiques

requis par pot.
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Figure 6: Image montrant le tri des moustiques femelles de Anopheles coluzzii avant les essais
de gorgement

Source: Infectious Diseases and Medical Entomology Research and Training Center 2026

« Conditionnement

Apreés le tri, les moustiques étaient conditionnés afin de les assurer un transport sans dommage :
les pots étaient placés dans les caisses en bois bien fixés dans leurs loges et recouverte d’une ser-
pilliere mouillée pour y maintenir I’humidité optimale. Des précautions sont également prises pour

éviter les chocs et les bousculades inutiles pendant le transport

Figure 7: Image montrant le mode de conditionnement des moustiques avant le transport

Source: Infectious Diseases and Medical Entomology Research and Training Center 2026
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% Transport et conservation des moustiques sur le terrain
La climatisation du véhicule était mise en marche 15 mn avant le départ et le chauffeur devait
rouler doucement pour éviter les secousses. Arrivé sur le site d’étude, les moustiques étaient gardés
dans une salle équipée d’un humidificateur et d’un climatiseur pour maintenir constantes I’humi-

dité relative et la température de la salle, enregistrées par un thermo-hygrométre HOBO (Fig.8).

Figure 8: Figure A8 Mode de transport ; Figure B8 Conservation des moustiques sur le ter-
rain

Source: Infectious Diseases and Medical Entomology Research and Training Center 2025

Les moustiques triés étaient nourris avec des tampons de coton imbibés de jus sucré a 10% posés
sur la tulle moustiquaire qui couvre la partie supérieure des pots. Quatre (04) heures avant le gor-
gement, ces tampons de coton ont été remplacés avec d’autres tampons imbibés d’eau simple.
Aprés ces premieres (04) heures ils ont été mis a jeun complet pendant un autre (04) heures avant

le gorgement.
» Equipe de gestion des données

Elle s’occupait de I’enregistrement €lectronique de toutes les données de 1’étude, de leur vérifica-

tion et des corrections nécessaires.
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4.5. Méthodes
4.5.1. Détermination de la performance du DSF par rapport au DMFA (Phase 1)

Cette phase décrit les procédures expérimentales utilisées pour déterminer la performance en con-
ditions du terrain de deux techniques de gorgement des moustiques : le Direct Skin Feeding (DSF)
et le Direct Membrane Feeding Assay (DMFA).

Les deux méthodes ont été réalisées avec des moustiques d’élevage, soumis aux mémes conditions

de jeun, de manipulation et de transport.

Elle a été portée sur 200 volontaires en bonne santé, 4gés de 5-18 ans, résidant & Bancoumana.
Tous les volontaires du groupe ont été examinés par les cliniciens et dépistés a la goutte épaisse/
frottis sanguin et au Test Diagnostic Rapide (TDR) par 1’équipe de parasitologie. A chaque visite

mensuelle au centre d’étude, les tests de gorgement suivants étaient réalisés :

e Sur lapeau (DSF) : de tous les volontaires positifs au TDR ainsi que les dix (10) premiers
négatifs au TDR présents ;

e Sur membrane parafilm (DMFA) : avec le sang veineux de tous les volontaires positifs
au TDR ainsi que les deux premiers négatifs au TDR choisis lors de chaque visite mensuelle

4.5.1.1. Procédures du DSF

Pour les DSF prévus dans cette étude, deux (2) pots de gorgement ont été préparés pour chaque
volontaire. Chaque pot contenait 30 moustiques femelles agés de 3-5 jours préalablement affamés
pendant 08 heures. Il portait chacun le numéro d’identifiant du volontaire suivi de la mention DFS-
L (pour le pot qu’on appliquait sur ’avant-bras gauche du volontaire) et DSF-R (pour I’avant-bras
droit). Chaque sujet était exposé aux pots de gorgement pendant 15 minutes dans une salle qui
répondait aux conditions optimales pour les moustiques. Tous les participants recevaient un anti-
histaminique topique et/ou antiprurigineux topique aprés le gorgement. Pendant le DSF les lu-

miceres de la salle étaient éteintes pour donner I’impression aux moustiques qu’il fait nuit.
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Figure 9: Image montrant une séance de gorgement direct sur la peau

Source: Infectious Diseases and Medical Entomology Research and Training Center 2025

4.5.1.2. Procédures du DMFA

Chaque participant retenu était prélevé sur un tube héparine de lithium et I’échantillon de sang
veineux était immédiatement transféré dans les nourrisseurs en verre (feeders) pour le gorgement
pendant 15 minutes. Les prélevements étaient effectués dans le laboratoire et apportés dans la salle
de DMFA. Le feeder- machine était mis en marche et ajusté a 37°C au niveau des tétes feeders a
I’aide du thermorégulateur au moins pendant 5 a 10 mn avant le début du gorgement. Le feeder-
machine contient de I’eau qui circule a travers les feeders maintenant ainsi la température constante
a 37°C équivalent a la température corporelle jusqu'a la fin des opérations. Le para film était utilisé
comme type de gorgement membranaire ; il a été découpé environ 2 x2 cm et étiré au maximum
avant de couvrir les 2 bases du feeder prévues pour chagque volontaire. Chaque feeder de petit
calibre (mini-feeder) recevait 1ml de sang. Les moustiques contenus dans les pots étiquetés avec
leurs références étaient appliqués a chaque feeder pendant 15 minutes dans une obscurité artifi-

cielle permettant au maximum des moustiques d’étre gorgés.
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Figure 10: Image montrant une séance de gorgement sur membrane réalisée selon les proce-

dures standard décrites dans la littérature (13)
Source: Infectious Diseases and Medical Entomology Research and Training Center 2024

Aprés ces gorgements, le nombre de moustiques dans chaque pot pour chaque volontaire qui ont
pris le sang et ceux qui n’en ont pas pris étaient déterminés. Les moustiques non-gorgés étaient
retirés. Ces informations, ainsi que la date et I’heure du DSF/DMFA, la température et I’humidité
au moment du gorgement étaient enregistrées sur la fiche du Feeding rate (taux de gorgement). Les
pots contenant ainsi les femelles gorgées étaient ensuite replacés dans les caisses et nourries avec
du jus sucré 10%. Elles sont gardées a Bancoumana pendant 24 heures apres les expériences avant

d’étre envoyées a Bamako.

4.5.1.3. Dissection et lecture de I’estomac a la recherche d’oocystes

Cette dissection consiste a extraire 1’estomac du moustique sous une loupe binoculaire dans une
goutte de mercurochrome a 0,5%. Ensuite 1I’examen microscopique des estomacs est fait pour la
recherche des oocystes. Toute la lecture a été faite au microscope a I’objectif 10 et confirmée a
I’objectif 40.
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» Mode opératoire de dissection
+« Préparation du mercurochrome

* Peser et transférer 0,25 g de merbromine dans un flacon.

* Ajouter 50 ml d’eau distillée.

* Secouer le tube pour rendre la solution homogene.

* Enrouler ce tube avec du papier aluminium pour éviter la dégradation de la solution par la lumicre.
+«+ Technique de dissection

* Secouer plusieurs fois le pot contenant les moustiques pour les assommer.

* Préparer une lame pour deux moustiques et déposer une gouttelette de mercurochrome pour

chaque moustique sous la loupe.
« Etaler le moustique dans la gouttelette de mercurochrome.

* Poser le moustique sur sa face dorsale et piquer avec la seringue a insuline au niveau du thorax,
tirer sur les deux derniers segments d’un mouvement continu et doux. L’estomac est ainsi extrait

avec les ovaires et les tubes de Malpighi.
* Enlever les autres €éléments et recouvrir I’estomac avec une lamelle pour la lecture au microscope.

« Si les tubes de Malpighi restent coller a I’estomac, pincer les avec la pince de dissection et couper

aux extrémités internes avec la seringue a insuline.
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-
Figure 11: Image montrant une séance de dissection de I’estomac du moustique
Source: Infections Diseases and Medical Entomology Research and Training Center 2025
» Lecture

Elle a consisté a examiner au microscope les estomacs de moustiques a la recherche d’oocystes a

I’objectif 10x ; confirmer si incertain a 1’objectif 40x.

La présence et le nombre d'oocystes pour chaque moustique seront enregistrés dans la base de
données. Un estomac sera considéré comme positif s’il y’a au moins un oocyste présent sur la lame.
Par la suite, les intestins moyens infectés ont été systématiquement retirés des lames et conservés

dans la solution du RLT-BUFFER PLUS pour des analyses moléculaires complémentaires.
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Figure 12: Figure Al12 : Séance de lecture a la recherche d’oocyste ; Figure B12 : Estomac
positif

Source: Infectious Diseases and Malaria Entomology Research and Training Center 2025

4.5.1.4. Les parametres mesurés

Ces parameétres suivants ont été déterminés.

e Taux de gorgement des moustiques = (Nombre de moustiques entierement gorgés de
sang / nombre total de moustiques utilisés) *100.

e Taux de survie des moustiques = (Nombre de moustiques survivant jusqu'au jour de
la dissection /nombre de moustiques gorgés) *100.

e Taux d’infection des moustiques = (Nombre de moustiques portant au moins 1 oocyste
/nombre de moustiques disséqués) *100

e Le nombre des DFS et DMFA mensuels réalisés ont été déterminés a partir des données

extraites de DFexplore 5.7.0.
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4.5.2. Détermination des parametres entomologiques du DSF par site d’étude (Phase 2)
Cette section décrit les procédures d’évaluation des paramétres entomologiques mesurés par DSF

chez les volontaires de Bancoumana et Samako.

Elle a été portée sur deux cohortes de 200 volontaires agés de 5-18 ans chacune, chez qui deux
visites par mois ont été effectuées au centre de recherche clinique de Bancoumana et une visite

mensuelle au centre de santé de Samako.
Les procédures avant et lors du DSF étaient les mémes que celles décrites dans la phasel.

4.5.3. Détermination du nombre de DSF positif par site d’étude et par tranche d’age
Pour mieux comprendre la répartition de la transmission au sein de la population d'étude, les par-
ticipants ont été stratifiés en trois tranches d'age différentes : 5-8 ans, 9-13 ans et 14-18 ans. Elle a

concerné uniquement les données issues de la phase 2 de 1’étude.

Cette stratification a été effectuée afin d'explorer les variations potentielles de l'infectivité humaine
selon I'age au sein des enfants et adolescents de 5 a 18 ans, une population reconnue comme jouant

un rble majeur dans le maintien de la transmission du (36,64).

4.6. Considérations éthiques

4.6.1. Information et permission communautaire

Des investigateurs cliniques et des internes en médecine sont partis a Bancoumana et son extension
Samako pour I’information et la permission communautaire. Ils ont convoqué des réunions au ni-
veau de chaque site avec les différents chefs de village et les chefs de famille, les relais du village
ou ils ont expliqué, avec le formulaire de consentement, les informations générales sur 1’¢tude, le
protocole y compris les objectifs de 1’étude, les populations cibles, les procédures de 1’étude, les
avantages de 1’étude pour le village et pour la recherche dans la lutte contre le paludisme. La per-

mission communautaire a ét¢ obtenue avant la mise en ceuvre des procédures de 1'étude.

4.6.2. Consentement individuel

Les procédures de consentement ont commencé apres 1’obtention de la permission communautaire
et ont varié¢ en fonction de I’age des participants. Les participants agés de 18 ans ont donné leur
consentement libre, éclairé et écrit. Pour les participants de moins de 18 ans, le consentement a été

obtenu aupres des parents ou représentant légal.
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En plus de ce consentement, I’assentiment a été obtenu pour les participants agés de 12 a 17 ans.
L’administration du consentement eclairé a été faite en langue locale comprise par les participants

telle que décrite dans le formulaire d'information et de consentement.

Le document d’informations générales de consentement éclairé a été utilisé pour expliquer les
risques et les avantages de la participation a I'étude aux participants et dans le cas des participants
de moins de 18 ans, au représentant légal du participant en termes simples avant que le participant
ne soit enrdlé dans I'étude. Le formulaire de consentement éclairé a été signé et daté personnelle-
ment par le participant ou le représentant 1égal ainsi que I’investigateur qui méne la discussion sur
le consentement éclairé. L'original du formulaire de consentement éclairé signé a été conservé dans
le dossier du participant et une autre copie lui a été remise. Le participant qui ne savait ni lire ni
écrire apposait une empreinte de son doigt a la place d'une signature ; de plus, un témoin indépen-
dant signait le formulaire de consentement pour attester que les informations contenues dans le
formulaire de consentement ont été transmises oralement au participant. Le consentement a été

obtenu pour chaque participant avant toute procédure a I’étude.

Tous les protocoles ont été au préalable soumis a 1’approbation du comité éthique de 1’Université
des Sciences des Techniques et Technologies de Bamako sous le N°02023/250/CE/USTTB.

4.7. Saisie et analyse des données
Les données ont été recueillies sur des formulaires de report de cas (FREC) puis scannées et faxées
dans une base de données électronique appelée eDataFax. Apres extraction des données du systéme

eDataFax, elles ont été sauvegardées dans Excel.
Les données ont été analysées par le logiciel Excel 2016 et SPSS version 27.0.

Les comparaisons de proportions (DSF vs DMFA) ont été effectuées a I’aide du test du Khi* de

Pearson. Le seuil de significativité statistique était fixé a p < 0,001.
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RESULTATS

1
BAGAYOKO ABOUBACAR THESE DE PHARMACIE 42



Mesure de I'infectivité humaine aux moustiques Anopheles coluzzii par gorgement direct sur la peau et par membrane en
prélude a I'évaluation d'un vaccin bloquant la transmission du paludisme a Bancoumana et Samako, Mali

5.Résultats
5.1. Parametres de performance du DSF vs DMFA (Phase 1)
5.1.1. Détermination du nombre de DSF et DMFA réalisés par mois
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Figure 13: Variation mensuelle du nombre de DSF et DMFA reéalisés

Un total de 252 DSF et 124 DMFA ont été réalisés a Bancoumana. Malgré, une réduction progres-
sive pour chaque approche, le nombre de DSF réalisés est resté toujours supérieur a celui des

DMFA.

Le nombre moyen mensuel de DSF (63) était deux fois supérieur a celui de DMFA (31).
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5.1.2. Détermination du taux de gorgement de DSF vs DMFA

Tableau 1 : comparaison des taux de gorgement en fonction de la technique expérimentale

DSF DMFA
Mois Nomb_re de Nomb_re de Taux de Nomb_re de Nomb_re de Taux de
moustiques | moustiques | gorgement | moustiques | moustiques | gorgement
gorgés utilisés (N) (%) gorgés utilisés(N) (%)
Nov-23 4841 4920 98,39 2965 3000 98,83
Dec-23 3863 3900 99,05 1966 1980 99,29
Janv-24 3139 3180 98,71 1248 1260 99,04
Fevr-24 3090 3120 99,03 1191 1200 99,25
TOTAL 14933 15120 98,76 7370 7440 99,06

Globalement, le taux moyen de gorgement était de 98,76% [98,53% - 98,99%] avec la technique
DSF et de 99,06% [98,77% - 99,35%] avec la techniqgue DMFA. La différence observée entre les

deux techniques n’était pas statistiquement significative au seuil de 1% [X? = 3,88 ; P = 0,048 ;

ddi=1; P>0,01].
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5.1.3 Détermination du taux de survie de DSF vs DMFA

Tableau 2 : comparaison des taux de survie des moustiques gorgés en fonction de la technique

experimentale

DSF DMFA
Mois Nombre de Nombre de | Taux desur- | Nombrede | Nombre de Taux de
moustiques | moustiques vie (%) moustiques | moustiques | survie (%)
disséqués gorges (N) disséqués gorges(N)
Nov-23 2966 4841 61,26 1816 2965 61,24
Dec-23 2485 3863 64,32 1243 1966 63,22
Janv-24 2413 3139 76,87 962 1248 77,08
Fevr-24 1966 3090 63,62 762 1191 63,97
TOTAL 9830 14933 65,82 4783 7370 64,89

Le taux moyen de survie des moustiques n’était pas significativement différent en fonction tech-
niques d’alimentation avec 65,82% [64,82% - 66,82%] pour DSF et 64.89% [63,46% - 66,32%]
pour DMFA [X2=1,88 ; P=0,17 ; ddI=1, P>0,01].
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5.1.4. Détermination du taux d’infection oocystique de DSF vs DMFA
Tableau 3: comparaison des taux d’infection des moustiques survivants en fonction de la

technique expérimentale

DSF DMFA
Mois Nombre de Nombre de Taux Nombre de Nombre de Taux
moustiques | moustiques dis- | d'infection | moustiques | moustiques dis- | d'infection

infectes séqués (N) (%) infectés séqués (N) (%)
Nov-23 7 2966 0,23 6 1816 0,33
Dec-23 42 2485 1,69 5 1243 0,40
Janv-24 18 2413 0,74 1 962 0,10

Fevr-24 0 1966 0 0 762 0

Total

67 9830 0,68 12 4783 0,25

Le taux d’infection oocystique sur I’ensemble des expériences en fonction des techniques d’ali-
mentation était significativement plus élevé avec le DSF 0,68% [0,47% - 0,90%] que le DMFA
qui était de 0,25% [0,07% - 0,44%] ([X?= 11,10 ; P = 0,0009 ; ddI=1, P <0,01]).
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5.2. Détermination des parametres entomologiques du DSF par site d’étude (phase 2)

Au total 3468 DSF ont été réalisés dans les deux sites. A Bancoumana 2341 ont été réalisés sur

2400 programmés et a Samako 1127 ont eté réalisés sur 1200 programmes.

5.2.1. Détermination des taux de gorgement et de survie mensuelle du DSF par site d’étude
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Figure 14: Variation mensuelle du taux de gorgement et de survie de An. coluzzii par site
d’étude

Au total 207449/22560 moustiques ont été gorgés dans les deux sites soit 99,7% [99.61% -
99.79%].

Les taux de gorgement sont demeurés élevés et stables dans les deux sites durant toute la période
d'étude. Les taux de survie ont présenté de faibles fluctuations mensuelles tout en restant globale-

ment proches de 70 %.

Les taux moyens de gorgement des moustiques étaient de 99,70% (N= 140040) & Bancoumana et
99,69%(N=67409) & Samako.

Le taux moyen de survie des moustiques dans les deux sites était de 69,34% [69.08%- 69.60%)],
soit au total 143839 moustiques survivants au moment de la dissection.

Il était de 69,32% (N=97081) a Bancoumana et 69,36%(N=46758) a Samako
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5.2.2. Détermination du taux d’infection oocystique des moustiques par site d’étude
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Figure 15 : Variation mensuelle du taux d’infection oocystique de An. coluzzii par site d’étude

Le taux d'infection oocystique a présenté des fluctuations mensuelles dans les deux sites d'étude.
Les pics ont été observés en novembre 2024 a Bancoumana et en décembre 2024 a Samako, alors
que les valeurs les plus faibles ont été enregistrées en décembre 2024 a Bancoumana et en sep-
tembre 2024 a Samako.

Le taux moyen d’infection oocystique des moustiques dans les deux sites était de 0,31% [0,27% -
0,35%] soit (452 infectés/143839 disséqués).

Il était de 0,27% (N= 259) a Bancoumana et 0,41 %(N=193) & Samako.
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5.3. Détermination du nombre de positivité de DSF par tranche d’age et par site d’étude
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Figure 16: Variation mensuelle du nombre de DSF positif par tranche d’Age et par site
d’étude

Sur un total de 3468 DSF réalisés dans les deux sites, 46 (1,3%) [0,81% - 1,80%] ont été posi-
tifs parmi lesquels 24 (52,2 %) ont été observés dans la tranche d’age 9-13 ans, 19 (41,3 %) dans
la tranche d’age de 14 -18 ans et 3 (6,5%) dans la tranche d’age de 5-8 ans. La positivité du DSF
était donc plus fréquente chez les participants agés de 9-18 ans.

Le pic du nombre de DSF pour Bancoumana a été observé en novembre avec 8 positifs et celui de

Samako a été observé en décembre avec 7 positifs.
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COMMENTAIRES ET
DISCUSSIONS
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6.Commentaires et Discussions

La présente étude avait pour objectif principal d’évaluer la performance du DSF par rapport au
DMFA puis d’explorer, a travers le DSF, les paramétres de gorgement et la distribution de 1’infec-
tivité selon les tranches d’age chez les enfants &gés de 5 a 18 ans dans les localités de Bancoumana

et Samako.

Les résultats obtenus sont discutés ci-aprés au regard des données de la littérature, en mettant en
évidence les implications méthodologiques et épidémiologiques.

6.1. Détermination de la performance du DSF par rapport au DMFA (Phase 1)
> Détermination du nombre de DSF vs DMFA réalisés

Au cours de la période allant de novembre 2023 a février 2024, un total de 252 DSF et 124 DMFA
ont été réalisés, soit en moyenne 63 DSF contre 31 DMFA par mois. Cela montre que le DSF a été
réalisé environ deux fois plus fréquemment que le DMFA.

Le nombre plus élevé de DSF réalisés au cours de I'étude suggere que cette technique pourrait
présenter des avantages opérationnels par rapport au DMFA dans les conditions de terrain. Le
DMFA nécessite un prélevement veineux, un transport rapide du sang, un dispositif de membrane
artificielle, ainsi qu’un controle strict de la température et du temps entre le prélevement et le gor-
gement. En revanche, le DSF est réalisé directement sur le volontaire, ce qui réduit les contraintes

techniques et logistiques.
» Détermination du taux de gorgement de DSF vs DMFA

Les résultats ont montré que les taux de gorgement étaient treés élevés et comparables entre les deux
méthodes, avec 98,76 % pour le DSF et 99,06 % pour le DMFA, suggérant que, dans les condi-
tions de 1’étude, les moustiques présentaient une bonne capacité d’alimentation indépendamment

de la technique utilisée.

Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par Coulibaly B et al. (2017) et Moreno et al
(2022) au Pérou qui ont également observé respectivement des taux de gorgement élevés et com-
parables pour les deux techniques (95% pour le DSF et 89,2% pour DMFA) et (87% pour le DSF
et 83,3% pour DMFA) dans les conditions optimisees.
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En revanche, nos résultats different de ceux rapportés par Diallo et al. (2008), qui ont observé des
taux de gorgement plus faibles, notamment avec le DMFA (76 % pour le DSF contre 53,5 % pour
le DMFA).

Cela pourrait s’expliquer par des différences dans les conditions expérimentales, notamment 1’age
et I’état physiologique des moustiques, connus pour influencer leur comportement alimentaire. Elle
pourrait également étre liée aux caractéristiques des moustiques utilises, Diallo et al.ont travaillé
avec des moustiques Anopheles gambiae s.s. de premiere génération (F1), dont les propriétés bio-

logiques sont généralement plus proches de celles des populations sauvages.

Ces observations suggérent que la capacité de gorgement des moustiques dépend non seulement
de leurs caractéristiques génétiques intrinseéques, mais également de I’optimisation des parameétres
expérimentaux de gorgement et du degré d’adaptation des moustiques aux conditions de labora-

toire.
» Détermination du taux de survie de DSF vs DMFA

Les taux de survie des moustiques étaient similaires avec les deux méthodes, (65,82% par DSF
contre 64,89% par DMFA) sans différence significative. Ces résultats suggerent que ni le mode
d’alimentation (direct sur la peau ou via membrane), ni les manipulations distinctes des deux tech-
niques, n’influencent fortement la mortalité post-gorgement. Ces résultats sont similaires a ceux de
(Coulibaly B et al., 2017) (Diallo et al., 2008) et Moreno et al (2022).

> Détermination du taux d’infection oocystique de DSF vs DMFA

Sur I’ensemble de nos expériences, nous avons trouvé 67 moustiques positifs par DSF et 12 mous-

tiques positifs par DMFA.

Les résultats ont montré que le taux d’infection oocystique était significativement plus élevé avec
le DSF (0,68 %) qu’avec le DMFA (0,25 %).

Des tendances similaires ont été rapportées dans des études antérieures menées par Coulibaly B et
al. (2017), Diallo et al. (2008) ainsi que Bousema et al. (2012) en Afrique de 1I’Ouest, avec des
taux d’infection variant de 12,2%-28,4 % pour le DSF contre 3,3%-15 % pour le DMFA.
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Ce phénoméne pourrait s’expliquer par plusieurs facteurs biologiques et techniques :

o LeDSF reproduit plus fidélement les conditions naturelles de transmission, notamment
la température corporelle et les signaux cutanés du volontaire, ce qui permet I’ingestion

directe du sang et la préservation de la viabilité des gamétocytes.

o Le prélevement sanguin pour le DMFA peut altérer les gamétocytes, surtout si le temps

entre le prélévement et le gorgement n’est pas parfaitement controlé.

e La membrane artificielle n’imite pas entiérement les propriétés mécaniques de la peau

humaine (chaleur, odeurs, attractivité).

Ainsi, la méthode DMFA pourrait sous-estimer 1’infectivité réelle des individus par rapport a la

méthode DSF, qui reproduit mieux les conditions naturelles de transmission.

Ces résultats suggerent que le DSF pourrait constituer une méthode de choix pour mesurer I’infec-

tivité humaine réelle dans les études de transmission.

6.2. Détermination des parametres entomologiques du DSF par site d’étude

Les taux mensuels de gorgement étaient tres élevés dans les deux sites (>99 %), confirmant la
bonne adaptation de An. coluzzii au gorgement direct sur la peau. Ces valeurs sont comparables a
celles rapportées par Sacko. L (2021), qui ont trouvé 99,37%, démontrant une forte stabilité de ce
parameétre dans la zone de Bancoumana et Samako. Cependant ils sont supérieurs a ceux de Brick-
ley et al (2016) qui ont rapporté un taux de 95%. Cette différence pourrait étre liée a I’optimisation
des conditions expérimentales, notamment le jeline des moustiques, leur age et les conditions en-

vironnementales de gorgement.

Les taux de survie observés dans les deux localités suivent également les tendances décrites par les
travaux anterieurs, se situant autour de 69 %o. (Fig.14). Cela suggére que les conditions environne-
mentales du laboratoire et les conditions de transport des moustiques depuis le site n’ont pas eu

d’impact majeur sur la survie.

La stabilité de ces deux parametres (gorgement et survie) constitue un atout pour la reproductibilité

des essais de DSF.
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Le taux global d’infection (0,31%b) apparait faible en valeur absolue, mais il reflete la réalité de la
transmission naturelle communautaire ou I’infectivité humaine est généralement faible et hétéro-
géne en zone endémie. Ce résultat est comparable a ceux de Brickley et al (2016) et Sacko L.
(2021) qui ont trouvé respectivement 0,4% et 0,26%.

Ce faible taux pourrait s’expliquer par la faible infectivité naturelle des individus en zone d’endé-
mie, ’hétérogénéité des densités gamétocytaire et I’influence des facteurs immunitaires de 1’hote

sur le développement du parasite chez le moustique.

Les pics de taux d’infection oocystique durant cette étude ont été observés a Bancoumana (no-
vembre 2024) avec (116 moustiques infectés) et a Samako (décembre 2024) avec (125 mous-
tiques infectés) (fig.15). Ceux-ci suggerent une influence de la saisonnalité de la transmission du
paludisme, correspondant a la période post-pluvieuse et corroborent avec les données de Sacko L.
en 2021 qui ont observé les meilleurs taux d’infection oocystique en novembre et décembre 2019.
Cette période correspond généralement a la fin de la saison des pluies et au début de la saison seche,
moment ou la transmission du paludisme demeure élevée dans les zones soudano-sahéliennes du
Mali.

6.3. Détermination du nombre de DSF positif par tranche d’age et par site d’étude
Dans notre étude, seuls 1,3% des DSF étaient positifs, suggérant que la transmission est concentrée

chez une minorité d’individus.

Le nombre de DSF positifs montre une distribution similaire a celle des taux d’infection, avec un

maximum en novembre 2 Bancoumana et en décembre a Samako.

Dans notre étude, la majorité des DSF positifs provenaient des participants agés de 9 a 18 ans, avec
une tres faible contribution des 5 a 8 ans. Au sein des 9-18 ans, les enfants de 9 —13 ans et ceux de
14-18 ans contribuaient de maniére importante et globalement comparable au réservoir infectieux.
Ces résultats corroborent ceux rapportés par Sacko L. (2021) et Tangara M. (2021). En revanche,
ils different de Diallo et al. (2008), qui avaient observé une infectivité plus élevée chez les 4-9
ans. Cette difference pourrait s’expliquer par 1’évolution de I’immunité acquise avec 1’age, mais
également par les modifications du contexte épidémiologique intervenues au cours des dernieres

années.
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En effet, le déploiement d’interventions de lutte antipaludique telles que les moustiquaires impré-
gnées d’insecticide, I’amélioration de la prise en charge des cas et la chimioprévention saisonniére
pourrait avoir modifi¢ la dynamique de transmission et, par conséquent, la distribution de 1’infec-

tivité selon les groupes d’age.

Globalement, ces observations suggerent que cette tranche d’age constitue la population la plus
infectante pour les moustiques, ce qui a des implications majeures pour la conception des essais

TBV, notamment en termes de ciblage des volontaires.

6.4. Limites de I’étude
Les limites de cette étude sont :

e Limitation temporelle de la phase 2 de I’étude : Cette phase n’a été conduite que sur une
seule saison, ce qui ne permet pas d’évaluer les variations saisonniéres de la transmission.

e L’absence de mesure de la densité gamétocytaire.

e L’utilisation des moustiques de laboratoire pourrait ne pas refléter totalement des condi-
tions naturelles.

e La différence d'effectif entre le DSF et le DMFA pourrait avoir limité la puissance statis-

tique de certaines comparaisons.
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7.Conclusion

La mise au point de nouveaux outils de lutte contre le paludisme, notamment les vaccins bloquant
la transmission (TBV), nécessite une compréhension approfondie des mécanismes de transmission
ainsi qu’une évaluation rigoureuse des méthodes utilisées pour mesurer 1’infectivité humaine aux
moustiques. Dans cette perspective, cette étude avait pour objectif de comparer les performances
du gorgement direct sur la peau (DSF) et du gorgement par membrane (DMFA), puis d’évaluer, a
travers le DSF, les paramétres de transmission du paludisme chez les enfants agés de 5 a 18 ans a

Bancoumana et Samako.

Les résultats ont montré que les taux de gorgement et de survie des moustiques étaient comparables
entre le DSF et le DMFA. En revanche, le taux d’infection oocystique était significativement plus
¢levé avec le DSF qu’avec le DMFA, suggérant une meilleure sensibilit¢ du DSF pour mesurer

I’infectivité humaine aux moustiques dans les conditions naturelles de transmission

L’¢tude a également mis en évidence une transmission hétérogéne du paludisme, concentrée chez
une minorité d’individus, avec une prédominance des DSF positifs chez les enfants agés de 9 a 18
ans, particuliérement dans les tranches d’age de 9-13 ans et de 14-18 ans. En outre, des variations

temporelles de la transmission ont été observées selon les tranches d’age et les sites d’étude.

En définitive, ces résultats suggeérent que le DSF constitue un outil prometteur pour mesurer 1’in-
fectivité humaine aux moustiques dans les conditions naturelles de transmission et pourrait étre
utilisé dans 1’évaluation des futurs vaccins bloquant la transmission du paludisme. Ils soulignent
également le réle important des enfants agés de 9 a 18 ans dans le maintien de la transmission, ce
qui pourrait orienter le choix des populations cibles lors des futurs essais de vaccins bloquant la

transmission.
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8.Recommandations
» Aux structures de recherche
e Privilégier les périodes de forte transmission pour la réalisation des séances de DSF dans
les futurs essais de TBV.
e Cibler en priorité la tranche d’age 9-18 ans pour les futurs essais des vaccins bloguant la
transmission du paludisme.
» AuPNLP
e Elargir les priorités de surveillance et de prévention chez les enfants de plus de 5 ans.
e Renforcer la collaboration avec les structures de recherche pour évaluer les outils dans le
cadre de la surveillance.
» Aux populations des sites d’étude

e Veiller au respect continu des protocoles de recherche
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10.Annexes
Annexe 1 : Procédure de la goutte épaisse
» Principe :
C’est une technique de concentration permettant un repérage rapide des parasites dans le sang et

I’identification des différentes espéces (frottis sanguin).

> Matériels

1. Deux (2) lames porte-objet propres et bien dégraissees ;

2. Alcool 70°, colorant de giemsa pur, coton hydrophile sec, eau tamponnée (PH=7,2), boite
a lames, chiffon de coton propre, crayon noir a mine grasse ou marqueur indélébile, stylo a
bille, bacs de coloration, éprouvette graduées, ratelier, chronometre, huile d’immersion, re-
gistre ou formulaire de notification, un compteur manuel et gant.

» Technique de la goutte épaisse

Aprés avoir noté les renseignements relatifs sur le formulaire ou le registre approprié, ainsi que

I’identité du patient sur la lame, réaliser la goutte comme suite :

-Mélanger lentement le sang et I’anticoagulant.

-A I’aide d’une micropipette, déposer 10ul de sang sur la lame propre dégraissée ;

-Tenir la lame supérieure par les bords ;

-Placer le coin de ’autre lame au centre de la goutte de sang ;

-Etendre légerement la surface de la goutte par des mouvements spiralés appuyés de la lame ;

-Assurer cette défibrination mécanique pendant quelques secondes et étendre la goutte sur environ

1 cm de diamétre ;

-Laisser la préparation a plat, a I’abri de la poussiére, de la chaleur et des mouches pendant deux
heures en zone sahélienne. Respecter ce long temps de séchage sinon il y a risque de décollement

de la préparation lors de la coloration.
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Figure 17: Technique de la goutte épaisse.

» Technique de coloration de Giemsa.

C’est une méthode de coloration classique employée en routine pour la coloration des étalements

sanguins et pour le diagnostic du paludisme.

Toujours maintenir la bouteille bien fermée dans un endroit frais, a I’abri de la lumiere solaire
directe. Les bouteilles en verre blanc peuvent étre recouvertes d une enveloppe de papier noir épais

pour les protéger de la lumiére.

-Fixer le frottis mince en le tapotant doucement avec un tampon de coton imbibé de méthanol, ou

en le trempant dans un récipient de méthanol pendant quelques secondes.
-Préparer la solution de Giemsa a 3ou 5 dans I’eau tamponnée (PH 7,2) et bien mélanger le colorant

-Verser doucement le colorant dans la bague jusqu’a ce que la lame soit entiérement recouverte -
Laisser colorer pendant 30 a 45 mn pour 30 (15mn pour 10), a I’abri de la lumiere solaire et de la

poussiére ;
-Les lames sont ensuite rincées et sechées sur un ratelier.
» Aspects
La lecture se fait au microscope a 1’objectif 100 a 1’huile d’immersion
-Le fond doit étre propre, exempt de débris, coloré en bleu ;

-Les noyaux des leucocytes sont en violet fonce ;
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-Les parasites du paludisme sont bien définis, avec une chromatine rouge foncé et un cytoplasme

bleu pale.

» Méthodes de numération des parasites du paludisme dans les gouttes épaisses Para-

sites par pl (= mm3)

On trouvera ci-dessous une méthode pratique de précision suffisante. Elle consiste a dénombrer les
parasites par ul de sang dans un frottis épais, par rapport & un nombre prédéterminé de leucocytes.
On prend comme norme une moyenne de 7 500 leucocytes par pl. Malgré 1’imprécision due aux
variations du nombre de leucocytes parmi des personnes en bonne santé et aux variations encore
plus grandes observées chez les malades, cette valeur permet des comparaisons valables. Avant de
commencer a compter, on examinera I’équivalent de 0,25ul de sang (environ 100 champs, avec un
oculaire 10X) et un objectif & immersion dans 1’huile 100X dans le frottis épais pour déterminer

I’espéce de parasite et les stades présents.

Nombre de parasites X 7 500

.................... - = parasites par pl

Nombre de leucocytes

Annexe 2 : Procédure de Test de Diagnostic Rapide (TDR) :
1. Lesang veineux est prélevé dans un tube (EDTA).

2. A l'aide d'une micropipette ou du dispositif fourni avec le kit, on préléve le volume de sang

recommandé (généralement 5 a 10 pL)

3. Dépot sur la cassette du TDR

La gquantité de sang recommandee (souvent 5 a 10 pL) est déposée dans le puits de la cassette.
4. Ajout du tampon (buffer)

-Quelques gouttes de solution tampon sont ajoutées dans le puits prévu a cet effet.

-Le tampon permet au sang de migrer le long de la membrane.
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5. Migration et réaction immunologique

-Si le sang contient des antigénes de Plasmodium (par exemple HRP2 pour Plasmodium falcipa-

rum ou pLDH), ceux-ci se lient a des anticorps marqués présents sur la bandelette.
-Le complexe migre et est capturé par d'autres anticorps, formant une bande colorée.
6. Lecture du résultat
Apres le temps indiqué par le fabricant (généralement 15 a 20 minutes), on interpréte le test :
-Une bande controle (C) : le test est valide.
-Une bande controle + une bande test (T) : test positif.

-Absence de bande controle : test invalide, a refaire.
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Résumé :

Le paludisme demeure un probléme majeur de santé publique en Afrique subsaharienne. Les vac-
cins bloquant la transmission (Transmission Blocking Vaccines, TBV) représentent une stratégie
prometteuse pour réduire la transmission de Plasmodium falciparum, mais leur évaluation requiert

des méthodes fiables de mesure de l'infectivité humaine aux moustiques vecteurs.

Cette étude visait a comparer les performances du gorgement direct sur la peau (Direct Skin
Feeding, DSF) et du gorgement direct par membrane (Direct Membrane Feeding Assay, DMFA),
puis a caractériser la transmission du paludisme chez les enfants agés de 5 a 18 ans a Bancoumana

et Samako, au Mali.

11 s’agissait d’une étude longitudinale réalisée en deux phases. La premiére (novembre 2023 4 fé-
vrier 2024) a comparé les performances du DSF et du DMFA. La seconde (aolt 2024 a janvier
2025) a éevalué les parametres de transmission du paludisme par DSF a l'aide de moustiques

Anopheles coluzzii élevés en insectarium.

Au cours de la phase comparative, les taux de gorgement et de survie des moustiques étaient simi-

laires entre les deux méthodes. En revanche, le taux d'infection oocystique était significativement
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plus élevé avec le DSF qu'avec le DMFA (0,68 % contre 0,25 %), indiquant une sensibilité supe-
rieure du DSF pour mesurer lI'infectivité humaine aux moustiques. Lors de la seconde phase, le taux
global d'infection oocystique était de 0,31 %, avec 46 DSF positifs sur 3 468 réalisés (1,3 %). Les
taux d'infection étaient de 0,27 % a Bancoumana et de 0,41 % a Samako. Les enfants 4gés de 9 a
18 ans représentaient plus de 90 % des individus infectants, et la transmission était plus élevée

entre novembre et décembre dans les deux sites.

En conclusion, le DSF s'est révélé plus sensible que le DMFA pour mesurer l'infectivité humaine
aux moustiques dans les conditions naturelles de transmission. Les résultats mettent en évidence le
réle majeur des enfants de 9 a 18 ans dans le maintien de la transmission de Plasmodium falciparum

et soutiennent l'utilisation du DSF pour I'évaluation des futurs vaccins bloguant la transmission.

Mots-clés : Paludisme, Plasmodium falciparum, Anopheles coluzzii, DSF, DMFA, infectivité

humaine, transmission, vaccin bloquant la transmission, Mali.
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Abstract:

Malaria remains a major public health issue in sub-Saharan Africa. Transmission-blocking vac-
cines (TBVSs) are a promising strategy to reduce the transmission of Plasmodium falciparum, but
evaluating them requires reliable methods to measure human infectivity to mosquito vectors. This
study aimed to compare the performance of direct skin feeding (DSF) and direct membrane feeding
assays (DMFA), and then to characterize malaria transmission in children aged 5 to 18 in Bancou-
mana and Samako, Mali. It was a longitudinal study carried out in two phases. The first phase
(November 2023 to February 2024) compared the performance of DSF and DMFA. The second
phase (August 2024 to January 2025) assessed malaria transmission parameters using DSF with

Anopheles coluzzii mosquitoes reared in the insectary.

During the comparative phase, mosquito feeding and survival rates were similar between the two
methods. However, the oocyst infection rate was significantly higher with the DSF than with the
DMFA (0.68% versus 0.25%), indicating that DSF is more sensitive for measuring human infec-
tivity to mosquitoes. In the second phase, the overall oocyst infection rate was 0.31%, with 46
positive DSFs out of 3,468 performed (1.3%). Infection rates were 0.27% in Bancoumana and
0.41% in Samako. Children aged 9 to 18 accounted for over 90% of infective individuals, and

transmission was higher between November and December at both sites.
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In conclusion, the DSF proved to be more sensitive than the DMFA for measuring human infec-
tivity to mosquitoes under natural transmission conditions. The results highlight the major role of
children aged 9 to 18 in sustaining Plasmodium falciparum transmission and support the use of
DSF for evaluating future transmission-blocking vaccines.

Keywords: Malaria, Plasmodium falciparum, Anopheles coluzzii, Direct Skin Feeding, Direct

Membrane Feeding Assay, human infectivity, malaria transmission, transmission-blocking
vaccine, Mali.
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