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Résumé

Parmi les maladies ou parasitaires qui occasionnent le tiers des déces annuels dans le monde, 18%
sont transmises par des arthropodes. Les populations de la plupart des pays africains dont le Bénin
sont affectées par les maladies a transmission vectorielle. L’un des défis majeurs auxquels ces pays
font face est le contrdle des vecteurs. C’est ce qui a justifié notre formation dont le stage s’est déroulé
au Centre de Recherche Entomologique de Cotonou (CREC). Cela nous a permis d’appliquer les
enseignements théoriques recus au cours de notre formation et de proposer une étude sur la «
Dynamique de la transmission du paludisme en prélude a la mise en ceuvre de la pulvérisation
intradomiciliaire dans 1’Alibori ». Pour atteindre cet objectif, 1’échantillonnage des populations
d’Anophéles sera réalisé sur une base mensuelle de mai 2019 a novembre 2019 par capture sur appat
humain a P’intérieur et a I’extérieur des habitations afin d’évaluer le taux et le comportement de
piglre des vecteurs et par aspersion de bombe aérosol. Apres identification taxonomique des
anopheles récoltés, les tétes et thorax de Anopheles gambiae s.I seront analysés par dosage Immuno-
enzymatique (Elisa CSP) afin de déterminer ’indice sporozoitique (IS). Le taux d’inoculation
entomologique sera également calculé par la formule TIE=Ma X Is. L’une des recherches en
entomologie médicale menées par le CREC a pour objectif de disposer d’informations sur la
variation spatio-temporelle et le pic de la transmission du paludisme dans ce département cible en
prélude a cette stratégie de lutte antivectorielle. Ces données de base seront consultées pour une
meilleure planification des opérations de pulvérisation. Elles seront également utilisées comme

témoin afin de mesurer I’impact de I’intervention apres sa mise en ceuvre.

Mots clés : CREC, Entomologie, Paludisme, Anopheles gambiae, PID.
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Abstract

Among the infectious or parasitic diseases, that cause the third annual death in the word, 18% are
transmitted by arthropods. The population of most African countries including Benin are affected by
vectorial transmission diseases. One of the major challenges facing these countries is vector control.
This is what justified our internship which took place at the center of Entomological Research of
Cotonou (CREC). This allowed us to apply the theoretical lessons we receive during our training
and to propose a study on «Dynamic of the transmission of Malaria to an indoor residual spraying
campaign in Alibori» To achieve this goal, the sample of Anopheles population will realized on a
monthly basis from May 2019 to November 2019 by the capture on human bait inside and outside
residences in order to estimate the rate and the behavior of the vectors sting and by sprinkling aerosol
bomb. After the taxonomic identification of the anopheles accumulated, the heads and the thorax of
the Anopheles gambiae s.I. will analysed by immuno-enzymatic dosage (Elisa CSP) in order to
determine the zoospore clue. The entomologic inosculation rate would alses calculated by using the
following formula: TIE = Ma x Is. One of the research in medical entomology conducted by the

CREC goal was to have information about the spatio- temporal fluctuation and the pic of malaria’s
transmission in the targeted department in prelude to this strategy of anti vectorial battle. These basic
data would be consulted for a better planning of the spraying operations. They would alses be used

as witneses in order to mesure the impact of the interference after it’s implementation.

Keys words: CREC, Entomology, Malaria, Anopheles gambiae, IRS
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Liste des sigles et abréviations

CREC : Centre de Recherche Entomologique de Cotonou
CSP : Circumsporozoitic Protein
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
IS . Indice Sporozoitique
PHN : PigQre par Homme et par nuit
LAV . Lutte Antivectorielle
LEBA : Licence Evolution Biodiversité des Arthropodes et Assainissement
LLIP . Laboratoire de Lutte Intégrée contre le Paludisme
LSHTM : London School of Hygien and Tropical Medecine
MILD : Moustiquaire Imprégnée a Longue Durée
OMS : Organisation Mondiale de la Santé
PID . Pulvérisation Intra Domiciliaire
PNLP  : Programme National de Lutte contre le Paludisme
TIE . Taux d’Inoculation Entomologique
WHO  : World Health Organization
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1- Introduction générale

L’embranchement des arthropodes comprend, a I’heure actuelle, plus d’un million d’espéces animales, soit
prés de 90 % des espéces animales vivant sur terre. Ils sont a 1’origine de 18% des maladies infectieuses
ou parasitaires les plus mortelles dans le monde, obligatoirement transmises par un intermédiaire vivant (le
vecteur), le plus souvent un insecte hématophage a I'occasion d'un « repas de sang » (WHO, 1998). Parmi
eux, les moustiques (Diptera : Culicidae) sont les plus redoutables tant par leur abondance avec plus de
3000 especes répertoriées (Rodhain et Perez, 1985), que par les maladies qu’ils véhiculent. Largement
répandues dans les zones tropicales et subtropicales, les moustiques sont vecteurs du paludisme, des
filarioses lymphatiques et d’arboviroses telles que la fievre jaune, la dengue, les encéphalites virales.

D’autres maladies d’importance locales sont la leishmaniose (phlébotomes), la maladie du sommeil (tsétsé
ou glossines), 1’onchocercose (simulies), la maladie de CHAGAS (triatomes), la peste (puces), les
rickettsioses (puces, poux, tiques), les borrélioses (poux et tiques) (Rodhain et Perez, 1985). Mais, parmi
toutes ces affections, le paludisme (du latin paludis, "marais") est un des premiers problémes mondiaux de
santé et constitue un véritable frein au développement socio-économique (WHO, 2009). Il demeure 1’'un
des fléaux majeurs des pays les plus pauvres de I’Amérique du Sud a I’Asie du Sud-Est, en passant par
I’ Afrique subsaharienne ou surviennent 88% des décés dus a la maladie notamment chez les enfants de
moins de cing ans et les femmes enceintes (WHO, 2015). Au regard de ces importants dégats
qu’occasionnent les arthropodes en général et les moustiques en particulier, leurs études sont d’une
importance capitale tant pour le bien-étre de la santé humaine que pour les animaux. Dans le cadre des
recherches de solutions, le département de zoologie de la Faculté des Sciences et Techniques (FAST) de
I’Université d’Abomey-Calavi (UAC) a depuis deux deécennies commencé par former des cadres de
niveaux supérieurs (docteurs et techniciens de recherches) avec la création de la premiére formation master
en Entomologie Appliquée (MEA) pour I’étude et la lutte contre les arthropodes. La création en 2016 d’une
formation en Licence Evolution Biodiversité des Arthropodes et Assainissement (LEBA) a la FAST
s’inscrit dans la méme logique et vise les mémes objectifs. Cette formation a pour but de préparer et de
former des jeunes capables de : (i) réaliser des études sur ce régne animal (arthropodes), de pouvoir
développer des moyens de lutte et de protection contre les arthropodes hématophages (insectes et acariens),
vecteurs d’agents pathogénes a I’homme et aux vertébrés, et leur surveillance ;(ii) repondre a des questions
d’ordre environnemental, qui est I’'un des facteurs de prolifération de ces organismes nuisibles. Plusieurs
instituts et centre de recherches participent conjointement a ces formations et a la surveillance de ces

vecteurs de maladies. Le Centre de Recherche Entomologique de Cotonou (CREC), un établissement
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public dépendant du Ministere de la Santé béninois et spécialisé dans la recherche sur le paludisme et autres
maladies a transmission vectorielles en est un parmi tant d’autres. Ce centre contribue aussi énormément a
la formation des cadres entomologistes médicaux nationaux et internationaux.

Dans I’optique de renforcer nos connaissances acquises au cours de notre formation et de pouvoir se
familiariser au monde professionnel, nous avions eu a effectuer un stage de trois mois (Décembre 2017 a
Mars 2018) dans ce Centre de Recherches Entomologiques de Cotonou. Au cours de ce stage, hous avons
eu a effectuer plusieurs activités. Dans les lignes a suivre, nous présenterons les objectifs de notre séjour
au CREC, la description du centre, les différentes activités menées, les difficultés rencontrées et la
présentation d’un projet de recherches portant sur un domaine de recherche au CREC : "Dynamique de la
transmission du paludisme en prélude a une campagne de pulveérisation intra domiciliaire dans
I’Alibori”.

Licence Evolution Biodiversité des Arthropodes et Assainissement Steve Z. HOUGBE Page 2
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2- Objectifs du stage

2-1- Objectif géneéral
L’objectif général visé est d’appliquer les connaissances théoriques acquises au cours de notre formation aux

activités pratiques menées au Centre de Recherches Entomologiques de Cotonou.

2-2- Objectifs spécifiques
» Comprendre les techniques d’échantillonnage et d’élevage des moustiques et les pratiques de
laboratoire de recherche.

> Proposer un projet de recherche sur la dynamique de la transmission du paludisme en prélude a une
campagne de pulvérisation intradomiciliaire dans 1’ Alibori

Licence Evolution Biodiversité des Arthropodes et Assainissement Steve Z. HOUGBE Page 3
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3- Description du Centre de Recherches Entomologique de Cotonou
Le Centre de Recherche Entomologique de Cotonou (CREC), situé dans le 1°" arrondissement de la ville de
Cotonou, est spécialisé dans la recherche sur le paludisme. C’est un établissement public dépendant du
Ministere de la Santé situé dans la zone industrielle de Cotonou, Akpakpa (PK3). Il est installé dans la méme
enceinte que le Service National des Laboratoires de Santé Publique et est limité au Nord par le Centre
National de Télédetection (CENATEL), au Sud par le batiment ayant abrité la Centrale d'Achats des
Médicaments Essentiels (CAME), a I'Est par la Société Béninoise des Peintures et Colorants (SOBEPEC),
a 1'Ouest par le Service d’Hygiene des Eaux et Aliments (SHEA) (Figure 1).

737500

736500

719000

2 005 1 2 3 4
Légende .90, it
@ CREC
- . . S Fond Topographique IGN
|L|m|te d’Arrondissements| Réalisation: Sahabi Bio Bang 2017

Plan d’Eau
a XIlI: Arrondissements

Carte d'Arondissement de la ville de Cotonou montrant le Centre de
Recherche Entomologique de Cotonou (CREC)

Figure 1 : Carte de la Ville de Cotonou indiguant la localisation du Centre de Recherche

Entomologique de Cotonou

3-1- Cadre physique
Le CREC est subdivisé en plus de I’administration, en des laboratoires qui offrent des prestations dans le
domaine de lutte antivectorielle. Au nombre de ces services, nous avons :
» Laboratoire d’entomologie appliquée
Dans ce laboratoire, les moustiques échantillonnés sont identifiés et séparés morphologiquement avec la
clé de détermination de Gillie et Melon (1998). La technique de la biométrie des palpes est également
utilisée pour séparer les vecteurs du paludisme. Ce laboratoire est doté du matériel pour I’identification et
la dissection des différentes especes de moustiques et autres insectes diptéres tels que : des aiguilles, des

lames, les loupes, lampes, des pinces, de microscopes pour la lecture de la parturité des moustiques.
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> Laboratoire de biologie moléculaire et de biochimie

Ce laboratoire s’occupe des tests moléculaires (PCR) et des tests de positivité aux antigénes
circumsporozoitique (Elisa CSP) des vecteurs du paludisme.

> Laboratoire de contrdle de qualité des outils de lutte antivectorielle

Les tests réalisés dans ce laboratoire sont le test en cone et le test en tunnel. Le test en cdne consiste en une
évaluation, au laboratoire sur des moustiques adultes, de I’efficacité et de la rémanence des supports
imprégnés d’insecticides. Quant au test en tunnel, il a pour but d’évaluer I’'impact des MILD sur le
comportement des moustiques adultes dans des conditions de laboratoire proches de celles du terrain.

» Laboratoire de parasitologie

Ce laboratoire est chargé des essais cliniques. 1l évalue la chimio-sensibilité du Plasmodium falciparum aux
anti-malariques.

» Laboratoire des tests insecticide

Ce laboratoire est chargé de réaliser les tests de sensibilité OMS des vecteurs du paludisme aux différentes
classes d’insecticides. Le but de ces tests est d’évaluer et de suivre le niveau de sensibilité (ou de résistance)
des especes vectrices aux insecticides.

» Insectarium

L'insectarium est composé de deux blocs. Le premier bloc appelé lavarium (Figure 2) ou sont élevées les
larves de différentes souches de moustiques (Anopheles, Culex et Aedes). Ce bloc est constitué de deux
compartiments A et B muni des lampes incandescentes, de bacs, de voiles, de levures, de croquettes de chat
pour I’élevage des larves et I’incubation des ceufs. Le compartiment A accueille les larves de différents
genres de moustiques qui proviennent du terrain (populations sauvages). Le compartiment B recoit les

(34

larves de la souche sensible “’Kisumu’’ originaire du Kenya et la souche “’VK-Per ¢ originaire de

BoboDioulasso au Burkina-Faso.
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Figure 2: Bacs de larves de moustiques en cours d’élevage au lavarium du CREC (Steve Z. HOUGBE,
CREC 2018).

Le second bloc communément appelé insectarium (Figure 3) est aussi composé de deux compartiments C
et D, des cages, des voiles de cages et de climatiseur pour le réglage de I’humidité relative. Le
compartiment C recoit les stades adultes des moustiques sauvages (issus du terrain). Quant au

compartiment D, il recoit les cages de moustiques adultes de la souche sensible * Kisumu et VK-Per’’.

.- . “ - e - '
Ty - o ry

Figure 3 : cages des moustiques de la souche Kisumu en cours d’élevage a I’insectarium

(Steve Z. HOUGBE, CREC 2018)
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» Animalerie
L’animalerie s’occupe de I’¢élevage de petits mammiféres rongeurs (des lapins, des cobayes) et des

pigeons sur qui les moustiques se gorgent (prise de sang) pour la maturation de leurs ovaires et la

ponte (reproduction des moustiques) (Figure 4).

T

Flgure 4 Anlmalerle du CREC (Steve Z HOUGBE CREC 2018)

3-2- Personnel

Le Centre de Recherche Entomologique de Cotonou dispose d’un personnel essentiellement local, avec a
sa téte un directeur et un service administratif et financier entourés des enseignants chercheurs, de
chercheurs, d’étudiants en thése de doctorat et masters qui conduisent conjointement des programmes de
recherche sur les vecteurs de paludisme et autres organismes nuisibles. Ce personnel se présente comme
suit :

Directeur du CREC : c’est le Professeur Martin AKOGBETO, Coordonnateur de la LEBA, Enseignant
Chercheur de la Faculté des Sciences et Techniques (FAST) de I’Université d’ Abomey-Calavi. Il est chargé
de veiller au bon fonctionnement dudit centre. Il élabore des projets de surveillance entomologique en
collaboration avec le Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP) sur tout le territoire
béninois. Il dirige et supervise les différentes activités de recherche des étudiants en master et en theses de
doctorat ;

Les Secrétaires du CREC : ce sont Madame DURAND Clémence et KINDJI Balbine. Elles sont chargées

de la gestion des courriers administratifs et des opérations de saisie informatique ;
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Chef service administratif et financier : ¢’est Mr Safiou IDRISSOU assisté par Mme Francine ZONON.
IIs sont chargés de la gestion des fonds alloués pour les différentes activités de recherche, du paiement de
salaire aux agents du CREC et d’autres questions d’ordre administratifs et financiers ;

Responsable du laboratoire de biologie moléculaire : Docteur OSSE Razacki, Enseignant Chercheur a
Université Nationale d’Agriculture de Porto-Novo. Il assure le bon fonctionnement du laboratoire, dirige
les différents tests moléculaires et biochimiques qui sont réalisés dans ledit laboratoire sur les moustiques.

Il coordonne la formation des ressortissants étrangers en destination du CREC. Il veille également aux
respects des régles d’hygiénes au niveau du laboratoire ;

Responsable du laboratoire de Controle de Qualité : Monsieur Idelphonse AHOGNI. Ce laboratoire
assure I’appréciation de I’amélioration de 1’efficacité, la rentabilité, la pertinence écologique et la durabilité

des méthodes de luttes.

Responsable du laboratoire d’Entomologie Appliquée : Dr Germain Gil PADONOU, Enseignant
chercheur a Faculté des Sciences et Techniques (FAST) de I’Université d’Abomey-Calavi. Il assure le
fonctionnement de ce laboratoire, ou les moustiques et autres insectes d’intéréts forensique sont identifiés et
disséqués apres leurs captures sur le terrain ;

Responsable de I’unité de parasitologie : Dr NAHUM Alain, coordonnateur des projets d’évaluation de la
chimio-sensibilité du Plasmodium falciparum aux anti-malariques (essais thérapeutiques). Il travaille en
collaboration avec plusieurs médecins, des parasitologues et environnementalistes ;

Responsable de I’insectarium : Mr Sébastien KOUDENOUKPO. Il est chargé de suivi et du controle de
I’élevage des moustiques, ainsi que du fonctionnement de 1’insectarium. Il est assisté dans sa mission par
Lazare HOUNKANRIN et Ichiaka ADELODJOU ;

Les chercheurs du centre sont :

Pr Martin AKOGBETO, prof titulaire, Membre de 1’Académie des Sciences du Bénin ;
Dr PADONOU Germain Gil, Enseignant Chercheur a la Faculté des Sciences et Techniques (FAST) de

I’Université d’Abomey-Calavi (UAC);

Dr OSSE A. Razacki, Enseignant Chercheur a I’Université Nationale d’ Agriculture de Porto-Novo ;

Dr AIKPON Rock, Enseignant Chercheur a I’Université Nationale des Sciences, Technologies, Ingénierie et
Mathématiques d’ Abomey ;

Dr BIO BANGANA Abdoul Sahabi, Enseignant Chercheur a I’Université Nationale d’ Agriculture de Porto-
Novo ;
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Doctorants Albert SALAKO, Idelphonse AHOGNI, Come KOUKPO, Ludovic N’TCHA, Hermann
SAGBOHAN, Casimir KPANOU, Arséne FASSINOU et André SOMINAHOUN qui effectuent des travaux
de thése de doctorat au CREC et conduisent les activités de suivi et évaluation des stratégies de lutte anti-

vectorielles sous la supervision du Professeur Martin AKOGBETO.

3-3- Les thématiques de recherche au CREC
Le CREC travaille actuellement sur plusieurs sujets de recherche dont nous pouvons citer :
Biologie et caractérisation des vecteurs du paludisme ; étude de la résistance des vecteurs aux insecticides ;

¢évaluation de I’efficacité des insecticides et des moustiquaires imprégnées.

» Inventaire et biologie des Arthropodes d’intérét forensique a Cotonou.

Variabilité de la transmission du paludisme, de la durabilité et ’efficacité des moustiquaires imprégnées
d’insecticides en fonction des faciés éco-géographique en zone de savane et de forét dégradé au Bénin,
Afrique de I’Ouest.

Utilisation des carbamates et des organophosphorés en pulvérisation intra domiciliaire impact sur la
transmission du paludisme et dynamique de la résistance aux insecticides chez Anopheles gambiae au

Bénin, Afrique de I’Ouest.

Portage des mutations Kdr et Ace-1 et sensibilité des formes moléculaires d’Anopheles gambiae aux matériaux
imprégnés d’insecticides.

Controle de I’efficacité des moustiquaires imprégnées d’insecticides en fonction du facies géographiques en
zone de savane au Benin, Afrique de I’ouest.

Evaluation du niveau de résistance d’Anopheles gambiae aux insecticides dans les sites sentinelles sur le
transect Nord-Sud du Beénin.

Déterminants environnementaux, bases génétiques de la résistance puis son impact sur I’efficacité des outils
de lutte chez les vecteurs du paludisme au Bénin, Afrique de I’Ouest

Bio-écologie de Anopheles melas et son infectivité au Plasmodium falciparum dans un milieu cotier lagunaire
au sud du Benin en Afrique de I’Ouest et son état de sensibilité aux insecticides

Etude des mécanismes de résistance par modification de cible (Kdr 11014F et Ace-1) et par surexpression des
enzymes de détoxification (oxydases, estérases et GST) chez Anopheles gambiae et leur impact sur I’efficacité
des outils de la lutte antivectorielle.

Dynamique de transmission de Plasmodium falciparum par les populations naturelles de Anopheles gambiae

s.l et détermination des mécanismes de resistance aux insecticides a Bangui, République
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Centrafricaine
Diversité et structure génétiques et la résistance de 1’espéce Anopheles gambiae s.s (Diptera, Culicidae) dans
un contexte de lutte intégrée au Bénin (Afrique de 1’Ouest)

Role de I’hétérogénéité écologique et géographique dans la distribution des genes de résistances aux
insecticides chez le principal vecteur du paludisme, Anopheles gambiae s.1 et les implications pour une lutte
efficace contre cette espece d’insecte

Evaluation en Phase II de ’efficacité de Clothianidine50 WG, un nouveau produit insecticide a utiliser en
pulvérisation intradomiciliaire au Bénin.

Evaluation de ’efficacité et 1’effet résiduel de I’insecticide mélange (mélange Clothianidine + Deltaméthrine)
en comparaison avec Clothianidine seul et Deltaméthrine seul contre une population d’Anopheles gambiae
sensible aux Pyréthrinoides et une population sauvage résistante dans le traitement de la surface intérieure des

murs des habitations dans la commune de Dangbo, Bénin.
L’efficacit¢ des Moustiquaires Imprégnées d’insecticides a Longue Durée (MIILD) traitées avec les
Synergistes (PBO) sur les populations d’Anopheles gambiae a résistance multifactorielles au Bénin.

Adaptation des larves des anophéles vecteurs du paludisme aux gites d’eau polluée a Cotonou, Bénin.

3-4- Activités menées
Plusieurs activités ont été réalisées au cours de notre stage. Ces activités ont ét€ menées a I’insectarium, sur

le terrain et au laboratoire.

3-4-1- Activités menées a I’insectarium

A l'insectarium, les larves sont triées, séparées suivant leur stade larvaire et mises dans des bacs étiquetés
contenant de 1’eau. Elles sont réparties en moyenne par lot de 100 par bac pour optimiser non seulement
leur croissance mais aussi pour éviter le cannibalisme.

Les larves sont nourries avec des croquettes de chat (5 grammes mélangés dans un bac de 500 ml d’eau de
gite larvaire pour 80 larves d’anopheles) qui sont des aliments riches en protéine et en sels minéraux.
Chaque bac est recouvert de toile moustiquaire et entreposé dans une salle dont I'numidité relative varie
entre 70 et 80% et la température entre 25 et 30°C. La photopériode est assurée par des lampes fluorescentes
éclairant de 6h : 00 min du matin a 6h : 00 min du lendemain. A 1’apparition des nymphes, elles sont
prélevées et mises dans une cage cubique de 30 cm de c6té pour I’émergence des adultes. Les adultes issus
de I’émergence des larves collectées sur le terrain et mis en cage sont nourris au jus de miel (10%). Les
femelles adultes de 2 a 5 jours sont isolées pour étre soumises aux tests de sensibilité/résistance aux

différents insecticides.
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Les activités journaliéres menées a 1’insectarium sont regroupées dans le tableau 1 ci-dessous :

Tableau 1 : Répartition des travaux a ’insectarium par semaine

Lundi Mardi Mercredi Jeudi Vendredi
Récupérer les Récupérer les Récupérer les
adultes et/ou les adultes et/ou les adultes et/ou les

Récupérer les adultes
et/ou les nymphes

Récupérer les adultes

nymphes nymphes et/ou les nymphes

nymphes
Nourrir les larves Nourrir les larves Nourrir les larves Nourrir les larves Nourrir les larves

Changer le jus Changer le jus dans les Changer le jus dans les
dans les cages cages cages

Gorger sur le lapin
des femelles en
reproduction

Gorger sur le lapin des
femelles en
reproduction

Gorger sur le lapin des
femelles en
reproduction

Mettre les pondoirs Mettre les pondoirs

Mise en eau des pontes Mise en eau des pontes
Diviser les larves L1 Diviser les larves L1

3-4-2- Activités menées sur le terrain

3-4-2-1- Capture directe de moustiques sur homme
Pour évaluer le niveau de la transmission du paludisme dans le département de 1I’Alibori, nous avons
effectué avec 1’équipe du CREC les collectes de moustiques sur homme en Janvier 2017 dans les
communes de Kandi et Gogounou. Dans chacune des communes d’évaluation, une zone centrale et une
zone périphérique ont été choisies et dans chaque commune, deux cases ont été choisies par zone pour la
collecte des moustiques. Des captures nocturnes de moustiques agressifs ont été réalisées dans les deux
zones a I’aide des tubes a hémolyse de 21h a 05h du matin, sur des sujets humains volontaires (captureurs)
qui, au préalable, ont donné leur consentement favorable pour le déroulement de D’activité. Deux
volontaires par habitation, soit huit captureurs par commune ont capturé les moustiques. Les captureurs
jouant le role d’appat humain, sont munis de torche et capturent les moustiques qui se posent sur leurs
jambes denudées avant que ceux-ci ne les piquent (Figure 5). Les captureurs ont effectué une rotation dans
les différentes habitations pour éviter les biais liés a leur habileté ou a leur attractivité individuelle. Les
spécimens collectés sont référencés et regroupés en fonction de certaines informations que sont la localité,
la date, I’heure de capture, la maison et le lieu de capture (a I’'intérieur ou a I’extérieur des maisons). Deux

nuits de collecte des moustiques ont ete effectuées en Janvier 2018.
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Figure 5: Capture de nuit sur appat humain.

3-4-2-2- Capture par aspersion d’insecticide a ’intérieur des maisons
Cette méthode permet la collecte des spécimens de moustiques qui sont au repos dans les habitations
dénommeés encore faune résiduelle. En janvier 2017, 40 habitations ont été pulvérisées dans les communes
de Kandi et Gogounou. La méthode consiste a étaler des draps blancs dans les chambres qui sont apres
fermées et a pulvériser de I’insecticide a base de pyréthrinoide non rémanent dans la piece en insistant au
niveau des issues et des points de cachette (toit, portes, fenétres, dessous des couchettes) pour « dénicher
» les moustiques et éviter au maximum leur sortie. Au bout d’un quart d’heure, les moustiques en général
tombent, morts ou assommés, sur le drap et sont ensuite collectés (Figure 6). Cette technique permet de

collecter surtout les femelles a différents niveaux de réplétion (gorgées, semi-gravides et gravides).

Figure 6 : Capture par spray matinal
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3-4-3- Activités menées au laboratoire

3-4-3-1- Identification, dissection des ovaires et traitement des moustiques
Apreés la capture, les moustiques collectés sont comptés et separés en Culicinae et Anophelinae a I’aide de
la loupe binoculaire. Les anopheles sont mis dans des gobelets pour identification selon la clé de Gillies et
de Meillon (1968) et de Gillies & Coetzee (1987). Les ovaires des femelles de An. gambiae s.I capturés sur
appat humain sont disséqués pour évaluer 1’age physiologique de la femelle en observant le degré
d’enroulement des trachéoles (Detinova et al., 1964). La dissection de 1’abdomen et 1’observation au
microscope de la morphologie des ovaires a permis de déterminer si :
- la femelle de Anopheles gambiae s.l a pondu des ceufs au moins une fois dans sa vie, dans ce cas il est pare
- la femelle de Anopheles gambiae s.I n’a jamais pondu d’ceufs, alors il est nullipare.
Ceci permet d’estimer les taux de parturité de la population de Anopheles gambiae s.1, ¢’est a- dire la
proportion de femelles pares. Ce parametre refléte 1’age de la population des moustiques. Les populations
de Anopheles gambiae s.l plus agées présentent des taux de parité plus élevés. Les populations plus agées
sont davantage susceptibles de transmettre le paludisme parce qu’elles ont vécu suffisamment longtemps
pour permettre au parasite de se développer. Les spécimens de Anopheles gambiae s.I sont conservés
séparément selon le lieu de capture dans des tubes eppendorf étiquetés contenant du silicagel a -20°C avant
leur analyse.Tout moustique destiné au test ’ELISA—CSP et a la PCR est divisé en deux parties: la téte
thorax pour la premiére analyse et le reste du corps pour la seconde.

3-4-3-2- Réalisation du test ELISA-CSP pour déterminer le taux d’infectivité
La présence de sporozoites dans les glandes salivaires du moustique indique qu’il est capable de transmettre
les parasites du paludisme a ’homme. Ceci a été déterminé par le test ELISA (Figure 7).
Cette méthode permet de détecter la protéine circumsporozoitique (CS) qui recouvre la surface externe du
sporozoite du paludisme et constitue donc un indicateur de 1’état infectieux du parasite du paludisme. La
protéine CS commence a étre exprimée quand le sporozoite est encore dans 1’oocyste mature, dans I’intestin
du moustique. On n’analyse donc que les tétes et les thorax des moustiques femelles pour s’assurer que, si
la protéine CS est détectée, elle provient trés probablement de sporozoites qui ont atteint les glandes
salivaires et la femelle est donc préte a transmettre les parasites du paludisme. Pour la recherche de cette
protéine CS de Plasmodium falciparum nous avons utilisé la méthode ELISA décrite par Wirtz et al. (1987)

(voir protocole en annexe).
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Figure 7 : Plaque Elisa montrant les moustiques positifs a I’antigene circumsporozoitique

3-5- Difficultés rencontrées au cours de notre stage

Certaines difficultés ont été rencontrées au cours de notre stage. Parmi les difficultés rencontrées, figurent

La piqure des moustiques lors des activités a I’insectarium ;

Insuffisance de matériel technique au laboratoire ;

Insuffisance de salle pour les chercheurs, doctorants et stagiaires ;

Difficultés de travail dii aux coupures intempestives de 1’énergie €lectrique

4- Dynamique de la transmission du paludisme en prélude a une campagne de pulvérisation
intradomiciliaire dans I’Alibori

4-1- Introduction

La pulvérisation intradomiciliaire d'insecticide a effet rémanent (PID) et les moustiquaires imprégnées
d'insecticide (MI1) sont deux stratégies clés et efficaces dans la prévention du paludisme (WHO, 2006 ;
WHO, 2007 ; RBM, 2012). Par le pass¢, I'utilisation du DDT en pulvérisation a permis I’élimination ou la
réduction considérable du paludisme en Asie, en Russie, en Europe et en Amérique latine ou il était
considéré comme un probléme de santé publique (Schiff, 2002 ; Lengeler, 2003 ; Roberts et al., 2004). Ces
derni¢res décennies, 1’utilisation massive de ces outils de lutte a entrainé une réduction spectaculaire des
cas de paludisme (WHO, 2015). En Afrique subsaharienne, sur les 663 millions de cas de paludisme évités
grace aux diverses interventions de contrdle mises en ceuvre entre 2001 et 2015, 10 % 1’ont été grace aux

pulvérisations intra domiciliaires d’insecticides a effet rémanent (WHO, 2015) en dépit de sa faible
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couverture des territoires nationaux. Au Bénin, aprés six ans d’intervention, la PID s'est révélée étre un
outil de contréle vectoriel efficace (Akogbéto et al., 2015). Cette intervention démarrée en 2008 dans le
département de I'Ouémé (Sud du Bénin) et transférée par la suite dans le département de I'Atacora (Nord
Bénin) de 2011 & 2015, a été un grand succes (Akogbéto et al., 2011 ; Padonou et al.,2012 ; Akogbéto et
al., 2015). Malgré ces succes, de grands défis restent a relever afin d’optimiser 1’efficacité des outils de
lutte antivectorielle qui se heurte ces dernieres années a un handicap majeur, la résistance des vecteurs aux
insecticides. En effet, I’émergence et 1’expansion de la résistance des anophéles vecteurs aux insecticides,
en particulier aux pyréthrinoides (Chandre et al., 1999 ; Corbel et al., 2007; Yadouleton et al., 2009 ;
Djogbénou et al., 2010 ; Djegbe et al., 2011 ; Sovi et al., 2014) et plus récemment au bendiocarb (Aizoun
et al.,2013 ; Aikpon et al., 2013 ; Gnanguenon et al., 2015) constituent une menace sérieuse a l'efficacité
des stratégies de lutte antivectorielle au Bénin (N’guessan et al., 2007). Dans le méme temps, le manque
au préalable des données de base suffisantes et fiables pour guider 1’élaboration des politiques de lutte est
une faiblesse dans la mise en ceuvre des stratégies de lutte (Marsh, 2010). En effet, la densité et la répartition
des anopheles vecteurs du paludisme varient en fonction de la région et de la période de I’année et, ces
variations peuvent modifier le niveau de transmission du paludisme (Cox et al., 1999 ; Kleinschmidt et al.,
2002 ; Munga et al., 2009 ; Govoetchan et al., 2014). De plus, plusieurs études ont montré que l'infection
palustre est influencée par des facteurs environnementaux tels que la température, les précipitations et
I'humidité relative qui varient d’une région a une autre (Kazembe et al., 2006). Or, dans la plupart des
régions d'Afrique, ces informations de base sur la dynamique de la transmission du paludisme sont
carentielles. En conséquence, certaines interventions de lutte antivectorielle sont mises en ceuvre sans tenir
compte des variations spatio-temporelles et du pic de transmission du paludisme alors que ces facteurs
conditionnent la bonne planification et le succeés des interventions de lutte antivectorielle (Le Sueur et al.,
1997 ; Carter et al., 2000 ; Killeen et al, 2011).

En 2017, il est prévu que toutes les structures ¢€ligibles du département de 1’ Alibori soient traitées avec
Actellic 300CS (pirimiphos méthyl) (organophosphoré). La présente étude a donc été initiée en prélude a
cette campagne de lutte afin de disposer d’informations sur la variation spatio-temporelle et le pic de la
transmission du paludisme dans ce département cible. Ces données de base seront consultées pour une
meilleure planification des opérations de pulvérisation. Elles seront également utilisées comme témoin afin
de mesurer ’impact de I’intervention apres sa mise ceuvre.

De fagon générale, cette étude vise a recueillir des données de base entomologiques sur le niveau de
transmission du paludisme dans 1’une des zones d’extension de la PID au Bénin.

Pour y arriver les objectifs spécifiques suivants ont été définis. Il s’agit de :
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» Evaluer le comportement de piqlre de An.gambiae s.I & Kandi et Gogounou;

» Evaluer le taux d’infectivité de An.gambiae s.I a Kandi et Gogounou;

» Evaluer le taux d’Inoculation Entomologique de An.gambiae s.l a Kandi et Gogounou. Pour atteindre
ces objectifs les hypothéses ci-apres ont été formulées:

> Anopheles gambiae s.| pique plus a I’intérieur qu’a I’extérieur a Kandi et Gogounou,

» L’infectivité de Anopheles gambiae s.1. au Plasmodium falciparum ne varie pas d’'une commune a une
autre ;

» Les taux d’inoculation entomologique (TIE) varient d’une commune a une autre.

4-2- Synthese bibliographique

4-2-1- Définition du paludisme et cycle de vie du parasite
Le paludisme est une maladie parasitaire endémo-épidémique a manifestation infectieuse due a un
hématozoaire du genre Plasmodium et qui sévit dans la plupart des pays tropicaux. Un siécle aprés la
découverte du role vecteur des moustiques dans la transmission des Plasmodia, le paludisme demeure la
plus grande endémie parasitaire mondiale, avec une incidence annuelle estimée a 500 millions de cas
cliniques. Le nombre de victimes directes est évalué a 1 million par an, essentiellement comptées parmi les
enfants de moins de 5 ans (Greenwood et al., 2005). 1l est transmis le plus souvent d’un individu a un autre
par la piqlre des moustiques femelles du genre Anopheles. Le paludisme peut également étre transmis par
une transfusion sanguine provenant d’une personne infectée. Des dons de sang provenant de personnes a
demi immunisées, ne présentant pas de symptoémes cliniques, peuvent aussi contenir de parasites du
paludisme. Enfin, on peut assister a des cas de paludisme congeénital, ou la mere contaminée transmet le
parasite a son enfant avant ou pendant I’accouchement (OMS, 1996).
Les 4 especes du genre Plasmodium responsables des paludismes humains sont: Plasmodium falciparum,
P. vivax, P. ovale et P malariae. P. falciparum est I’espéce la plus virulente causant les formes mortelles de
la pathologie et la plus répandue en Afrique subsaharienne (Burkot et al., 1987).
La transmission du paludisme implique trois facteurs : ’homme, le parasite et le vecteur. Les facteurs «
homme » et « parasites » ne sont pas limitant, ’homme étant présent sur toute la planéte et le parasite
pouvant infecter I’homme partout ou le climat est favorable au développement de son cycle sporogonique.
L’homme est infecté lors d’une piqlre par I’anophele femelle qui lui transmet le parasite sous forme de «
sporozoite ». Celui-ci reste dans la circulation sanguine pendant une demi-heure et migre rapidement vers
le foie. Il pénétre dans I’hépatocyte ou il se divise tres activement pour donner un corps bleu ou schizonte

mar qui contient pres de 400 000 noyaux chez P. falciparum et de 10-15 000 pour les autres especes.
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Chaqgue noyau du schizonte s’entoure du cytoplasme et devient mérozoite. Cette phase de division cellulaire
dure 10 a 15 jours environ et constitue la durée d’incubation du paludisme : c’est la phase exoérythrocytaire.
Le schizonte mir s’éclate et libére la premiére génération de mérozoites qui parasitent certaines hématies
pendant que d’autres vont dans la circulation sanguine puis le cycle asexué recommence.

Le temps qui s’écoule entre la pénétration d*“un parasite dans une hématie et son éclatement est de 48 heures
pour Plasmodium falciparum, P. ovale et P. vivax, et 72 heures pour P. malariae : c’est la phase
érythrocytaire. La formation des gamétocytes dans la rate et la moelle suivie de leur expulsion dans le sang
du porteur permettra 1’infestation de, I’anophéle femelle pendant son repas sanguin (Malvy et al., 2000).
Le vecteur absorbe différents stades du parasite. Les éléments asexués, les trophozoites et schizontes sont
tous digérés. Seuls les gamétocytes poursuivent leur développement. La transformation des gamétocytes
en gamontes survient dans le quart d’heure qui suit leur ingestion par I’anophele femelle lors du repas
sanguin. Une trentaine de minutes apres la prise de sang, ceux-ci évoluent rapidement en micro et
macrogametes Sexués.

Le cas marquant de ce cycle réside du fait que la fécondation des Plasmodia (fusion des gameétes) qui
permet la pérennisation du parasite se déroule chez le vecteur et non chez I’hote vertébré. La fusion des
gametes donne un zygote mobile ou ookinéte qui quitte la lumiére de I’estomac juste avant la formation de
la membrane péri-trophique, processus d’invasion qui déclenche les réponses immunitaires du moustique
(Dimopoulos, 2003). L’ookinete localis¢ dans la paroi externe de I’estomac du moustique s’accroit et se
transforme en oocyste renfermant plusieurs sporoblastes qui évoluent en sporozoites immatures. Ces
derniers, par les mouvements, fragilisent la membrane de 1’0oocyste qui cede et les libere dans
I’hémolymphe (Wang et al., 2005).

Les sporozoites immatures migrent dans divers tissus du moustique mais préférentiellement dans les
glandes salivaires ou ils s’accumulent et acquiérent leur stade infectieux. Ils seront injectés lors de la
prochaine piqiire du moustique, faisant ainsi démarrer le cycle sporogamogonique chez I’homme. La phase
sporogonique du Plasmodium chez 1’anophéle a une durée de 10 a 25 jours environ, et variable selon la

température et I’espéce plasmodiale (Mouchet et al., 2004) (Figure 8).
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Figure 8 : Cycle de développement du P. falciparum (Ghosh et al., 2000)

4-2-2- Facies épidémiologique du paludisme
Un faciés épidémiologique est un ensemble de lieux et régions ou le paludisme présente dans ses
manifestations pathologiques des caractéres communs liés aux modalités de transmission du parasite. En
conséquence, dans ces lieux, la stabilité de la maladie, la prévalence parasitaire, I’incidence clinique et les
parametres entomologiques définis par ’indice de stabilit¢ du paludisme y sont similaires. On distingue
ainsi des « facies primaires » stables, intermédiaires et instables. Dans les zones de transmission élevée et
réguliére (de I’ordre d’une centaine a quelques centaines de piqires infectantes par personne et par an), la
morbidité et la mortalité sont concentrées chez les jeunes enfants. C’est la situation de paludisme stable »,
ou I’indice de stabilité est supérieur a 2,5 et la transmission et I’éradication du parasite est difficile
(Macdonald 1955). Dans cette zone, la prémunition est acquise tot dans 1’enfance. Dans les zones ou la
transmission est habituellement moins importante (de I’ordre d’une a quelques dizaines de piqilres
infectantes par personne et par an) avec un indice de stabilite compris entre 0,5 et 2,5, on parle de stabilité

moyenne ou intermédiaire. 1l peut exister de brefs pics de transmission intense et de grandes variations
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saisonnicres dans 1’aspect épidémiologique du paludisme. La morbidité et la mortalité touchent alors des
enfants jeunes mais aussi plus ages; les adultes sont plus souvent malades. La prémunition est lente a
s’établir.

Dans les conditions ou la transmission est tres basse (moins une piqdre infectante par personne et par an)
ou interrompue pendant plusieurs années, la prémunition ne peut s’établir durablement et le paludisme peut
se manifester sur le mode épidémique. La morbidité et la mortalité concernent alors indistinctement toutes
les classes d’age de la population. C’est le « paludisme instable » avec un indice de stabilité inférieur a 0,5.
Appliqués a un continent, ces facies permettent de découper celui-ci en strates épidémiologiques. C’est
ainsi qu’il est convenu de diviser I’ Afrique au Sud du Sahara en six strates majeures : équatoriale, tropicale,
sahélienne, subdésertique, australe et montagnarde. Il faut tenir compte de modulateurs naturels de la
transmission (cours d’eau, retenues et salinité, nature des sols) et des modulations induites par I’homme
(déforestation, barrages, irrigation, stabulation des bétails, urbanisation et lutte antivectorielle) qui peuvent
changer radicalement les conditions de transmission (jusqu’a I’éradication dans certaines iles tropicales ou
la réintroduction sur le mode épidémique apres arrét du contréle) (Bonneville et al., 2006).

4-2-3- Agents vecteurs du paludisme : les anophéles

Le paludisme est une maladie a transmission vectorielle. Il est transmis par des moustiques du genre
Anopheles. Les anophéles ont une répartition quasiment mondiale (Kiszewski et al., 2004) qui dépend de
certaines caractéristiques éco-climatiques. Jusqu’a nos jours, 484 espéces réparties sur I’ensemble des 5
continents ont été décrites, environ 70 espéces d’anophéles ont été impliquées dans la transmission des
plasmodies humaines (Kiszewski et al., 2004). En Afrique, au sud du Sahara, une dizaine d’espéces
d’anophéles est directement impliquée dans la transmission du paludisme mais seuls deux grands
complexes d’espeéces assurent la presque totalité de cette transmission : An. gambiae Giles, 1902 et An.
funestus Giles, 1900 (Darriet, 1998). Le complexe An. gambiae comporte 7 especes jumelles : An. gambiae
s.s, An. arabiensis, An. melas, An. merus, An. bwambae, An. quadriannulatus A et An. quadriannulatus B
(White, 1974; Hunt et al., 1998). Le groupe An. funestus quant a lui comporte six espéces jumelles : An.
vaneedeni, An. rivulorum, An. parensis, An. leesoni, An. rivulorum-like et An. funestus s. s. Seule cette

derniére est anthropophage et joue un rdle dans la transmission du paludisme (Darriet, 1998).
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4-2-3-1- Position systématique de An. gambiae s.l.

La position systématique d’An. gambiae s.I. d’apres Gillies et Coetzee (1987) est la suivante :

Régne : Animal
Embranchement Arthropodes
Classe Insectes
Sous-classe Ptérygotes
Section Oligonéoptéres

Super-classe

Mécoptéroides

Ordre Diptéres

Sous-ordre Nématoceres

Famille Culicidés
Sous-famille Anophélinés

Genre Anopheles

Sous-genre : Cellia

Série . Pyretophorus

Espece . Anopheles gambiae s.l.

4-2-3-2- Biologie de An. gambiae s.1.
Les Anopheles sont des insectes holométaboles dont le cycle de développement comporte deux phases :
- La premiére est aquatique et concerne les stades pré-imaginaux (ceuf, larve, nymphe) ;
- La seconde est aérienne et concerne 1’adulte ou imago.
La femelle pond les ceufs isolément a la surface de ’eau. Ces ceufs de forme plus ou moins ovoide, sont
pourvus latéralement de flotteurs, leur permettant de conserver une position horizontale. Aprés 1 a 3 jours,
I’ceuf éclot donnant une larve qui mesure a peine un millimetre, mais elle subit trois mues consécutives qui,
par les modifications morphologiques qu'elles entrainent, la conduisent au quatrieme stade ou larve adulte.
A la fin du stade larvaire survient la mue nymphale. Le stade nymphal dure souvent moins de 48 heures, et
I’adulte émerge au terme de ce stade. La durée de développement des stades pré-imaginaux varie de 8 a 12
jours suivant les especes et les conditions du milieu. Aprés I’émergence, les femelles se reposent de 12 a
24 heures et les méles pendant 3 jours pour que leur exosquelette se durcisse et que les organes reproducteurs
se mettent en place. Aprés le troisieme jour de leur vie imaginale, les méles essaiment au crépuscule, puis

s’accouplent avec des femelles dgées de un a deux jours. Les femelles ont besoin des protéines contenues dans
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le sang prélevé pour assurer le développement de leurs ovaires. La durée du cycle trophogonique est de 1’ordre
de 3 a 4 jours pour le premier cycle qui comporte une phase prégravide facultative, et de 2 a 3 jours pour les
cycles suivants qui ne nécessitent qu’un seul repas de sang. La durée moyenne de vie des adultes varie de 3 a
4 semaines selon les espéces et les conditions climatiques.

4-3- Méthodologie

4-3-1- Zone d’étude
L'étude sera réalisee dans deux communes (Kandi et Gogounou) dans le département de 1’ Alibori. Dans ce
département, le climat est de type soudanien avec deux saisons par an : une saison des pluies (Mai a
Octobre) et une saison seche (novembre a Avril). La pluviométrie varie entre 700 mm et 1 200 mm avec
de fortes précipitations entre juillet et septembre. Ces deux communes sont traversees et arroses par les

fleuves Alibori et Sota avec les températures les plus extrémes oscillant entre 18°C et 40°C.

4-3-2- Matériels et Méthodes

4-3-2-1- Méthodes d’échantillonnage des moustiques

Cet échantillonnage sera fait suivant différentes techniques et en fonction du type d’étude.

4-3-2-1-1- Capture de nuit sur homme
Cette méthode d’échantillonnage sera utilisée pour évaluer le niveau de la transmission du paludisme dans
les deux communes. Dans chacune des communes, une zone centrale et une zone périphérique seront
choisies et dans chague commune, deux cases seront identifiées par zone pour la collecte des moustiques.
Des captures mensuelles de moustiques agressifs seront réalisées dans les deux zones a 1’aide des tubes a
hémolyse de 21h a 05h du matin, sur des sujets humains volontaires (captureurs) qui, au préalable, ont
donné leur consentement favorable pour le déroulement de I’activité. Deux volontaires captureront par
habitation, soit huit captureurs par commune. Les captureurs jouant le réle d’appat humain, se muniront de
torche et capturerons les moustiques qui se poserons sur leurs jambes dénudées avant que ceux-ci ne les
piquent. Deux équipes de quatre captureurs chacune travaillerons a D’intérieur et a D’extérieur des
habitations sélectionnées. Les captureurs effectueront une rotation dans les différentes habitations pour
éviter les biais liés a leur habileté ou a leur attractivité individuelle. Les spécimens collectés seront
référencés et regroupés en fonction de certaines informations que sont la localité, la date, I’heure de capture,
la maison et le lieu de capture (a I’intérieur ou a I’extérieur des maisons). Deux nuits de collecte des
moustiques seront organisées par mois. Dans chaque commune, Les données enregistrées permettront

d’évaluer la densité agressive

(PHN), I’age physiologique, le cycle d’agressivité et le taux d’inoculation entomologique des vecteurs (TIE).
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4-3-2-1-2- Capture par aspersion d’insecticide a I’intérieur des maisons
Cette méthode permettra la collecte des specimens de moustiques qui sont au repos dans les habitations
dénommeées encore faune résiduelle. Elle consiste a étaler des draps blancs dans les chambres qui sont aprés
fermées et a pulvériser de I’insecticide a base de pyréthrinoide non rémanent dans la piece en insistant au
niveau des issues et des points de cachette (toit, portes, fenétres, dessous des couchettes) pour « dénicher »
les moustiques et éviter au maximum leur sortie. Au bout d’un quart d’heure, les moustiques en général
tombent, morts ou assommes, sur le drap et sont ensuite collectés. Cette technique permettra de collecter
surtout les femelles a différents niveaux de réplétion (gorgées, semi-gravides et gravides).
La récolte de la faune résiduelle permettra d’avoir une estimation de la densité totale des especes de
moustiques dans les maisons. Les anophéles vecteurs collectés seront classés en fonction de I'état
physiologique de leur abdomen.

4-3-2-1-3- Identification et traitement des moustiques
Aprés chaque capture, les moustiques collectés seront comptés et séparés en Culicinae et Anophelinae a
I’aide de la loupe binoculaire. Les anopheles seront mis dans des gobelets pour identification selon la clé
de Gillies et de Meillon (1968) et de Gillies & Coetzee (1987). Les ovaires d’une partie des femelles de An.
gambiae s.l. capturés sur appat humain seront disséqués pour déterminer le taux de parturité, en observant
le degré d’enroulement des trachéoles (Detinova et al., 1964). Les spécimens de An. gambiae seront
conservés séparément selon le lieu de capture dans des tubes eppendorf étiquetés contenant du silicagel a
20°C avant leur analyse.
Ces moustiques destinés au test d’ELISA—CSP et a la PCR seront divisé en deux parties: la téte thorax pour
le test d’ELISA analyse et le reste du corps pour la PCR. La recherche de 1’antigéne circumsporozoitique
de Plasmodium falciparum sera faite par la méthode de titrage immunoenzymatique (Elisa CSP) décrite
par Wirtz et al. (1987). Cette derniére permet la détection de I’infection au de Plasmodium falciparum) et

le calcul des taux d’infectivité.

4-3-2-1-4- Parametres estimeés et analyses des données

Les parameétres entomologiques qui seront évalués dans 1’étude sont les suivants: 1) le taux de piqire sur
homme (ma) défini comme le nombre moyen de piqares recues/homme/nuit; 2) le taux d'infection qui est
la proportion de moustiques trouvés positifs a I'antigéne circumsporozoitique de Plasmodium falciparum;
3) Le taux de parité déterminé en divisant le nombre de moustiques pares sur le total disséqué x 100; 4) le
taux d'inoculation entomologique (TIE), variable clé exprimant le niveau de transmission du paludisme qui

se définit comme le nombre de piqlres infectantes recues/homme/nuit. 1l est le produit du taux de piqgdre
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et du taux d’infectivité. Les données seront analysées avec le logiciel de statistiques R, version 2.8. La
méthode de calcul des intervalles de confiance de Poisson (Rothman, 2012) sera utilisée pour estimer les
intervalles de confiance des taux d’agressivité (HBR) et des taux d’inoculation entomologique (TIE) de An.
gambiae s.l. La méthode binomiale de calcul des intervalles de confiance (Rothman, 2012) sera utilisée
pour estimer les intervalles de confiance des taux de parturité et d’infectivité de An. gambiae s.l. Les tests
de comparaison des proportions seront utilisés pour comparer les taux d’infectivité et de parturité. Une

valeur de p <0,05 sera considérée comme significative.
4-4- Résultats attendus
Les résultats escomptés a la fin de cette étude sont :

» Les taux de piqlre de An. gambiae s.l. sur homme (ma) sont connues pour les communes de Kandi et
Gogounou ;

> Les taux d'infection de An. gambiae s.l. a l'antigene circumsporozoitique de Plasmodium falciparum
sont des parametres disponibles pour les communes de Kandi et Gogounou ;

» Les taux de piqdre infectante de An. gambiae s.I. sur homme (TIE) sont connues pour les communes
de Kandi et Gogounou ;
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5- Conclusions

Le stage effectué au Centre de Recherche Entomologique de Cotonou (CREC) a été tres enrichissant. Mes
attentes ont été largement comblées. Le contact avec le monde de la recherche m’a permis d’approfondir
mes connaissances sur plusieurs thématiques, notamment sur la dynamique de la transmission du
paludisme. L’étude de la dynamique de la transmission du paludisme en prélude a la mise en ceuvre de la
PID dans I’Alibori permettra de recueillir des informations qui pourront étre utilisées pour guider
I’extension de cette stratégie en ciblant d’abord les zones a une transmission courte et aisément couvrable
par la durée d’efficacité de Actellic 300CS. Ces données serviront également de témoin dans la mesure de

I’impact de I’intervention de la PID.
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Annexe

PROTOCOLES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE EN USAGE DANS L’UR CCPV
ELISA — CSP (Circumsporozoite protein de Plasmodium)

D’apres Wirtz, Burkot et al. Technique Fontenille LIN Mpl 2002
01 - SI NECESSAIRE PREPARER LES TAMPONS PBS - BB - TWEEN 20 - NP 40 +BB 02
- PREPARER LES MOUSTIQUES (Tete - Thorax dans tube numéroté)
* Ajouter 20 ul de NP 40/BB Laisser au moins 1 H (ou la nuit au réfrigérateur)
03 - PREPARER LE PLAN DE LA PLAQUE SUR LA FEUILLE (N° des moustiques, date, ...)
04 - BROYER LES MOUSTIQUES : 2 fois 190 ul de BB (conservation des tubes a - 20°C)
05 - SI NECESSAIRE RECONSTITUER LES ACm de capture (cf. fiche), garder a -20°C
06 - SENSIBILISER LES PLAQUES ELISA
a) Preparer les solutions d'’ACm de capture aux dilutions voulue : il faut faire les essais de dilution
a chaque nouvelle commande
b) — vortexer
CAPTURE Pour 1 plaque Pour 3 plagues
p. falciparum : 15 ul/5 ml PBS f : 45 ul/15 ml PBS
p. vivax 210 : 5 ul/5 ml PBS v 210: 15 ul/15 ml PBS
p. vivax 247 : 10 ul/5 ml PBS v 247 : 30 ul/15 ml PBS
p. malariae 60 ul/5 ml PBS m : 180 ul/15 ml PBS
p. ovale 15 ul/5 ml PBS o : 45 ul/15 ml PBS
b) Mettre 50 ul/puits (a pipette 8 canaux, pte jaune) de chaque ACm de capture
*  SCREEN : melange des plasmodiums a tester (n x 50 ul)
*  monospecifique : uniqguement du plasmodium etudie (1 x 50 ul) Laisser la nuit
sur la paillasse (ou le W.E. a 4°C).
07 - VIDER LES PLAQUES, NE PAS LAVER
08 - METTRE 200 ul de BB par puits (screen ou monospecifique) pendant 1 H sur paillasse. Pendant ce
temps faire décongeler les moustiques a tester (Tete Thorax dans BB)
09 - VIDER LES PLAQUES, NE PAS LAVER
10 - METTRE 50 ul du broyat de moustique par puits. Bien vérifier qu’on met dans le bon puit.
Laisser pendant 2 H sur paillasse.
11 - Environ 10 minutes avant la fin des 2h, preparer les ACm CONJUGUES, si nécessaire
reconstituer le lyophilisat (cf. fiche)
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12 - VIDER LA PLAQUE. LAVER 2 FOIS AU PBS/TWEEN 20

13 - METTRE 50 ul/puits de I'ACm CONJUGUE, correspondant a I'ACm de capture (pour Screen = 3
x 50 ul) LAISSER 1 H sur paillasse ACm conjugues a Peroxydase dans BB, il faut faire les essais de
dilution & chaque nouvelle Commande

CONJUGUES Pour 1 plaque Pour 3 plaques
p. falciparum : 7,5 ul/5 ml BB f: 22,5 ul/15 ml BB
p. vivax 210: 10 ul/5 ml BB v 210 30 ul/15 ml BB
p. vivax 247 : 2 ul/5 ml BB v 247 : 6 ul/15 ml BB
p. malariae 15 ul/5 ml PBS m : 45 ul/15 ml PBS
p. ovale 15 ul/5 ml BB o : 45 ul/15 ml BB

14 - Environ 5 minutes avant la fin de I'heure, préparer le SUBSTRAT de la peroxydase (selon
Lhuillier, Sarthou et al) :
Pour 3 plaques :
* 5 mg d'Ortho-tolidine dans 0,25 ml de N, N-diméthyl formamide
* 30 ml de Tampon citrate
*12 ul de H202 a 10% (ou 4 ul a 30%, ou 6 ul a 20%).
15 - VIDER LA PLAQUE. LAVER 4 FOIS AU PBS/TWEEN 20
16 - METTRE 100 ul/puits de SUBSTRAT
17 - INCUBER 30 minutes A OBSCURITE SANS TOUCHER (coloration bleue 620 nm)

18 - Blocage par 50 ul d'acide sulfurique 4N : Coloration jaune :

19-Lecture a 620 et 450 nm sur le lecteur Elisa
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