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RESUME

Les Culicidés ou moustiques transmettent diverses affections aux populations animales
et humaines, notamment le paludisme qui demeure un probléme de santé publique majeur au
Cameroun. L’¢élimination des maladies parasitaires a transmission vectorielle repose en grande
partie sur la lutte contre les vecteurs. L’efficacité de cette lutte dépend des informations sur ces
derniers, leurs comportements et leurs implications vari€¢s dans la transmission des agents
pathogenes. Le présent travail avait pour but d’étudier la bionomie des moustiques vecteurs du
paludisme dans la localité de Pouth-K¢éllé, Région du Centre au Cameroun, durant la période
de février a juillet 2021. Ainsi dans le cadre d’une étude longitudinale, des échantillons des
populations de moustiques ont été collectés par des volontaires, pendant deux jours consécutifs
chaque mois, de 18h a 06h du matin, a I’intérieur et a I’extérieur de trois maisons sélectionnées
dans notre site d’étude. Aprés 1’identification morphologique, les spécimens capturés ont été
dénombrés et classés par genre. Les échantillons du genre Anopheles ont été transférés au
laboratoire de recherche sur le paludisme de ’OCEAC (1) pour I’identification moléculaire des
especes du complexe 4. gambiae par la technique de PCR-RFLP, et (2) pour la recherche de
I’infection & Plasmodium falciparum par la technique d’ELISA-CSP. Au total, 1027 moustiques
ont été collectés et classés en quatre genres : Anopheles (N=756 ; 73,6%), Culex (N=150 ;
14,6%), Aedes (N=120 ; 11,7%) et Mansonia (N=1 ; 0,1%). Le genre Anopheles était constitué
d’A4. gambiae s.1. (N=486 ; 64,3%), A. nili (N=154 ; 20,4%), A. funestus (N=115 ; 15,2%) et A.
paludis (N=1 ; 0,1%). Le complexe 4. gambiae (A. gambiae s.1.) était constitué¢ a 98% d’A.
gambiae et 2% d’A. coluzzii. Le complexe A. gambiae a montré des pics d’agressivité entre
24h-02h puis 04h-06h a I’intérieur, et 02h-04h a I’extérieur des maisons. Avec A. funestus, les
pics étaient toujours observés entre 24h-02h et 02h-04h tant a ’intérieur qu’a 1’extérieur des
maisons ; enfin chez 4. nili les pics étaient observés de 22h-24h a I’intérieur et de 20h-22h a
I’extérieur des maisons. Ces trois especes de moustiques se sont avérées €tre des vecteurs de
Plasmodium falciparum. Anopheles gambiae s.l. est apparu comme vecteur majeur du
paludisme a Pouth-K¢ll¢, avec un taux d’inoculation entomologique de 0,6 piqire infestante
par homme et par nuit, suivi d’4. funestus (0,13pi/h/n) et 4. nili (0,03pi/h/n). A Pouth-K¢éll¢,
ces especes vectrices assurent une transmission du paludisme, permanente pour 4. gambiae s.1.
mais périodique pour A4. funestus et A. nili aussi bien a I’intérieur qu’a I’extérieur des maisons.
Ces données préliminaires pourraient servir a la mise en place de nouvelles mesures de lutte
anti-vectorielles complémentaires aux stratégies déja en vigueurs afin de réduire les densités de

moustiques a Pouth-K¢llé.

Mots clés : Culicidés, Paludisme, Plasmodium, Anopheles, Pouth-K¢l1¢, Eséka.
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ABSTRACT

Culicidae or mosquitoes transmit various diseases to animal and human populations,
including malaria, which remains a major public health problem in Cameroon. The elimination
of vector-borne parasitic diseases is largely based on vector control. The effectiveness of this
control depends on information on vectors, their behaviour and their various implications in the
transmission of pathogens. The aim of the present work was to study the bionomics of malaria
mosquito vectors in the locality of Pouth-K¢l1¢, Central Region of Cameroon, during the period
February to July 2021. As part of a longitudinal study, mosquito population samples were
collected by volunteers on two consecutive days each month, from 18:00 to 06:00 in the
morning, inside and outside three selected houses in our study site. After morphological
identification, the captured specimens were counted and classified by genus. Samples of the
genus Anopheles were transferred to the OCEAC malaria research laboratory (1) for molecular
identification of A. gambiae complex species by PCR-RFLP and (2) for testing for Plasmodium
falciparum infection by CSP-ELISA. A total of 1027 mosquitoes were collected and classified
into four genera: Anopheles (N=756; 73.6%), Culex (N=150; 14.6%), Aedes (N=120; 11.7%)
and Mansonia (N=1; 0.1%). The genus Anopheles consisted of A. gambiae s.1. (N=486; 64.3%),
A. nili (N=154; 20.4%), A. funestus (N=115; 15.2%) and A. paludis (N=1; 0.1%). The A.
gambiae complex (A. gambiae s.1.) consisted of 98% A. gambiae and 2% A. coluzzii. The A.
gambiae complex showed peaks of aggressiveness between 24:00-02:00 and 04:00-06:00
indoors and 02:00-04:00 outside the houses. With A. funestus, peaks were always observed
between 24:00-02:00 and 02:00-04:00 both inside and outside the houses; finally with 4. nili
peaks were observed between 22:00-24:00 inside and 20:00-22:00 outside the houses. All three
species of mosquito were found to be vectors of Plasmodium falciparum. Anopheles gambiae
s.l. emerged as the major malaria vector in Pouth-K¢llé, with an entomological inoculation rate
of 0.6 infesting bites per man per night, followed by 4. fumestus (0.13ib/m/n) and A. nili
(0.03ib/m/n). In Pouth-K¢ll¢, these vector species ensure malaria transmission, permanent for
A. gambiae s.1. but periodic for A. funestus and A. nili both inside and outside the houses. These
preliminary data could be used to develop new vector control measures to complement existing

strategies to reduce mosquito densities in Pouth-K¢llé.

Key words : Culicidae, Malaria, Plasmodium, Anopheles, Pouth-Kell¢, Eséka.






INTRODUCTION




Les insectes sont aujourd’hui de petits animaux invertébrés, terrestres et dulcicoles
dont le corps est divisé en trois parties bien distinctes : la téte, le thorax et ’abdomen. Parmi
les insectes, les Culicidés (Culicidae), ou moustiques, constituent une famille dont I’ensemble

des individus forment la faune culicidienne (Meyer, 2015).

Les moustiques représentent le principal groupe de vecteurs impliqués dans la
transmission d’agents pathogeénes aux hommes et aux animaux (Becker et al., 2003). Ils sont
vecteurs des plasmodies, des filaires (des genres Wuchereria et Brugia), et des arboviroses
(Becker et al., 2010). Ces agents pathogeénes causent des maladies qui peuvent entrainer la mort

des individus hotes (OMS, 2019).

Les maladies transmises par les moustiques demeurent un sérieux probléme de santé
dans les zones tropicales et subtropicales du monde (OMS, 2019). Selon I’OMS, elles
représentent environ 17 % de la charge totale de toutes les maladies infectieuses. Par exemple
en 2020, on a enregistré au niveau mondial 241 millions de cas et 627 000 déces dus au
paludisme dont 96% étaient enregistrés en Afrique (OMS, 2021). Les enfants de moins de 5 ans
sont les principales victimes de cette maladie ; sur le continent africain, ils totalisent 80% de
tous les déces (OMS, 2021). Chaque année, on enregistre environ 96 millions de cas
symptomatiques et 40 000 déces dus a la dengue (OMS, 2019). On compte plus de 38 millions
de cas de filariose lymphatique sur le continent aftricain; la fievre jaune aussi touche pres de
130 000 personnes et cause 500 déces par an (OMS, 2019). Parmi ces maladies, le paludisme
apparait comme ’une des plus fréquentes (OMS, 2019). Au Cameroun, 11 millions de cas et
plus de 11 000 déces dus au paludisme ont été enregistrés en 2020, dont 60% étaient les enfants

(OMS, 2021).

La lutte contre les maladies a transmission vectorielle repose en grande partie sur le
contréle des vecteurs (OMS, 2019). Les moustiquaires imprégnées d’insecticides a longue
durée d’action (MILDA) et la pulvérisation intra-domiciliaire (PID) d’insecticides a effet
rémanent sont les principaux outils utilisés par les programmes de lutte contre les vecteurs
(OMS, 2019). Malgré des avancées importantes, cette lutte continue de faire face a de
nombreuses difficultés, a cause du manque d’informations de base sur les vecteurs pouvant
permettre 1’optimisation de I’efficacité des outils de lutte. Parmi ces difficultés, I’on peut
évoquer la résistance croissante des vecteurs aux insecticides et la tendance de ces insectes a
modifier leur comportement trophique, de piqlire ou de repos (Nwane ef al., 2013 ; Etang et

al., 2016 ; Mandeng et al., 2019 ; Ekoko et al., 2019 ; OMS, 2019). Pour une lutte effective



contre ces maladies a transmission vectorielle, il est nécessaire de caractériser les populations

de vecteurs afin de mettre en place une surveillance entomologique efficace.

Au Cameroun, de nombreuses études entomologiques ont été réalisées dans plusieurs
Régions et zones écologiques ; chacune d’elles a apporté une contribution a une meilleure
connaissance de ces vecteurs, des parasites dont ils assurent la transmission et leurs différents
hotes (Adam, 1956 ; Cavalie ef al., 1961 ; Rickenbach et al., 1972 ; Carnevale et al., 1992 ;
Nimpaye et al., 2001 ; Simard et al., 2005 ; Antonio et al., 2012 ; Saotoing et al., 2014 ;
Kamgang et al., 2017 ; Ekoko et al., 2019 ; Etang et al., 2022 ). Cependant, dans la Région du
Centre, plus précisément dans le Département du Nyong et Kéllé, les données de base sur la
faune culicidienne sont rares, voire inexistantes. Pourtant ces données entomologiques sont
nécessaires pour établir le profil de transmission des maladies vectorielles telles que le
paludisme, la fievre jaune, la dengue, etc... et de proposer des stratégies appropri¢es de lutte
anti-vectorielle contre leur circulation au sein des populations humaines. C’est pour pallier a ce
manque d’information que nous nous sommes proposés d’étudier la faune culicidienne qui
pourrait étre impliquée dans la transmission des maladies infectieuses dans la localité de Pouth-

Kélle.

L’objectif général de ce travail était d’étudier la bionomie des moustiques vecteurs de

maladies dans la localité de Pouth-K¢ll¢.
Deux objectifs spécifiques ont été fixés a savoir :

- inventorier la faune culicidienne, vectrice de maladies ;
- caractériser les vecteurs et la transmission du paludisme a I’intérieur et a 1’extérieur des

maisons.

En plus de la partie introductive, notre travail se subdivise en trois chapitres : un premier
chapitre consacré a la revue de littérature ; un second chapitre qui présente le cadre
géographique, le matériel et les méthodes utilisés pour atteindre nos objectifs, un troisiéme
chapitre qui présente les résultats obtenus et la discussion qui en découle. Ce travail se termine

par une conclusion, des perspectives et des recommandations.
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I.1 Généralités sur les Culicidés

Les Culicidés, communément appelés moustiques, sont des insectes qui jouent un rdle
important dans la transmission d’un certain nombre de maladies tropicales ; cette transmission
se fait a travers leurs piqlres douloureuses et génantes qu’ils infligent a leurs hotes. Selon
I’OMS (2019), les maladies transmises par les moustiques représentent environ 17 % de la
charge totale de toutes les maladies infectieuses. Parmi ces maladies, nous avons : le paludisme,
le chikungunya, la dengue, I’encéphalite japonaise, la fiévre jaune, la filariose lymphatique, etc
(Antonio et al., 2006). De par sa large répartition géographique et le nombre de ses victimes
qui se compte par millions, le paludisme demeure la plus importante. Au niveau mondial, pres
de 50 % de la population vit dans des zones endémiques au paludisme. Quelques arboviroses
se propagent également dans le monde, en particulier la dengue qui touche pres de 40 % de la
population mondiale vivant dans les zones endémiques (OMS, 2020). Ces maladies sont
largement répandues dans les zones tropicales et subtropicales mais elles sont surtout présentes

en Afrique, en Asie du Sud-Est, en Amérique du Sud et en Amérique Centrale (OMS, 2021).

Au Cameroun, les maladies a transmission vectorielle sont présentes dans différentes
régions. Parmi ces maladies, ’émergence des arboviroses a été signalée chez les patients
fébriles et non fébriles dans différentes localités du pays (Tchuandom et al., 2018 ; Tchuandom
et al., 2020). La dengue et le chikungunya ont été signalés dans les grandes villes telles que
Yaound¢, Douala et Garoua, et dans certains milieux ruraux (Demanou et al., 2010 ; Demanou

et al., 2014 ; Tchuandom et al., 2020).

I.1.1 Position systématique des Culicidés
Les Culicidés sont divisés en deux sous-familles, regroupées en 112 genres avec plus de
3500 especes décrites (Harbach, 2008) :

— la sous-famille des Culicinae qui comprend les genres Culex, Linné 1758, Aedes,
Meigen 1818 et Mansonia, Blanchard 1901 ;

— la sous-famille des Anophelinae qui comprend trois genres (Bironella, Chagasia et
Anopheles) parmi lesquels seul le genre Anopheles, Meigen 1818 a une importance
médicale.

La classification des Culicidés selon Grassé (1961) ainsi que Bou¢ & Chanton (1962), est

présentée dans le tableau I ci-apres.

Tableau I : Position systématique des Culicidés dans le régne animal selon Grassé (1961),

Boué¢ & Chanton (1962)



Niveaux taxonomiques

Termes scientifiques

Caracteres généraux

Embranchement

Arthropodes (Siebold et
Stannus, 1845)

Corps a symétrie bilatérale,
pourvu d’appendices articulés, et
couvert d’une cuticule rigide
constituant I’exosquelette.

Sous-embranchement

Mandibulates ou Antennates

Présence d’une paire de
mandibules et d’une paire
d’antennes

Classe Insectes Corps divisé en trois tagmes :
téte, thorax et abdomen ; trois
paires de pattes ; respiration
trachéenne.

Sous-classe Ptérygotes Présence d’ailes

Section Oligonéopteres Champ jugal avec une seule

nervure longitudinale simple ;
ailes repliées en arricre au repos.

Super-ordre

Meécopteroides (Brauer, 1885)

Présence des pieces buccales de
type suceur ou piqueur. Stipes
des maxilles divisés
transversalement.

Ordre

Diptéres (Linné, 1758)

Présence d’une seule paire
d’ailes antérieure ; les ailes
postérieures étant transformées
en balanciers. Pieces buccales de
type piqueur-suceur ;

Sous-ordre

Nématoceres (Latreille, 1825)

Antennes longues et
multiarticulées ; palpes gréles
formés de deux a cing articles.

Famille

Culicidae (Latreille, 1825)

Corps recouvert d’écailles
filiformes ; repas sanguin
obligatoire chez la femelle ;
appareil buccale avec une
trompe allongée toujours dirigée
vers [’avant.

1.1.2 Morphologie générale des Culicidés adultes

A T’état adulte, les Culicidés ont un corps allongé et subdivisé en trois parties : la téte, le

thorax et I'abdomen (figure 1). La téte porte deux gros yeux composés. Sur le front, s'insérent

deux antennes longues souvent plumeuses chez le male et filiformes chez la femelle. L’appareil

buccal est constitué d’une trompe trés développée qui résulte de la transformation des pieces

buccales, a savoir le labium, le labre, les mandibules, les maxilles, et I’hypopharynx. En dessous

des antennes et de part et d'autre de la trompe se situent deux palpes maxillaires articulés

(Blanchard, 1905).

Le thorax est formé de trois segments : le prothorax, le mésothorax et le métathorax.




Il porte une paire de pattes multiarticulées par segment, qui comprennent du corps vers
I’extrémité les articles suivants : la hanche, le trochanter, le fémur, le tibia et le tarse formé de
cinq articles. Le prothorax est subdivisé antérieurement en un anté-pronotum suivi d’un petit
post-pronotum. Le mésothorax, trés développé, représente le thorax presque tout entier et
comprend dorsalement trois parties distinctes : le scutum, le scutellum et le post-notum (figure
1). Sa face dorsale porte également les ailes qui se replient sur 1'abdomen au repos. Le
métathorax est trés réduit et fusionne avec le premier segment abdominal ; il porte les haltéres

qui servent d’organes d’équilibration lors du vol (Blanchard, 1905).

L’abdomen comprend dix segments dont les sept premiers sont bien distincts. L'armature
génitale est portée par les trois derniers segments abdominaux (Carnevale et al., 2009) (Figure
1). Lorsque I’insecte est gorgé, 1’abdomen prend une forme plus ou moins globuleuse avec une
coloration rouge, verte ou jaunatre, en fonction du repas pris par le moustique (repas de sang

ou d'un suc végétal) (Blanchard, 1905).
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Figure 1 : Morphologie générale d'un culicidé femelle (OMS, 1973).

1.1.2.1 Genre Aedes

Chez le genre Aedes, le corps mesure environ 3 2 8§ mm de long. Les espéces de ce genre
ont une apparence « tigrée » qui résulte de la présence d’écailles blanches sur plusieurs
segments du corps (figure 2). Au niveau des pattes, le tarse est composé de cinq articles ou

tarsomeres, dont quatre possedent chacun un anneau continu d’écailles blanches a la base ; le



dernier tarsomeére est entierement constitué¢ d’écailles blanches. La partie dorsale du thorax
(scutum) est couverte d’écailles noires alors qu’au milieu se trouve une ligne bien visible
d’écailles blanches. Les palpes sont courts chez le male et la femelle ; ils possedent des écailles
noires a la base et blanches a la pointe (Skuse et al., 1894 ; Becker et al., 2008). Environ 77
especes du genre Aedes (Ae) ont été signalées au Cameroun (Bamou ef al., 2021). Les especes
les plus étudiées sont Ae. aegypti Linné, 1762, Ae. africanus Theobald, 1901, Ae. albopictus Skuse,
1894 et Ae. simpsoni Theobald, 1905. Ces especes sont largement répandues sur le territoire
national. Aedes aegypti et Ae. albopictus sont fortement impliqués dans la transmission de la

dengue, du chikungunya et de la fievre jaune (Fontenille ez al., 2001 ; Bamou et al., 2021).

Antenne
Palpe court avec
Patte tachetée des écailles noires a
la base et blanches
Trompe

a la pointe

Figure 2 : Photographie d’un moustique du genre Aedes (Gathany-CDC, 2002).

1.1.2.2 Genre Anopheles

Chez le genre Anopheles le corps est de couleur brun-noir ; les palpes sont aussi longs que
la trompe (figure 3, page 7). On note la présence de nombreuses écailles, sombres ou claires au
niveau des palpes, des pattes et des ailes, dont le nombre, la taille, la disposition et 1’absence
(en particulier au niveau des pattes) permettent de distinguer les espéces ; I’abdomen porte des
soies et des poils (Gillies & De Meillon, 1968 ; Carnevale et al., 2009). Au Cameroun, la faune
anophélienne est constituée d’environ 60 especes dont environ 18 sont vectrices du paludisme
(Bamou et al., 2021). Ces especes sont €¢galement impliquées dans la transmission de la filariose
lymphatique (Boussinesq, 1999). Les especes majeures qui sont impliquées dans la
transmission du paludisme sont : A. gambiae Giles, 1902, A. arabiensis Patton, 1905, A. coluzzii
Coetzee, 2013, A. funestus Giles, 1900, A. moucheti Evans, 1925, et A. nili Theobald, 1904.
Anopheles gambiae et A. funestus sont largement répandus a travers le pays tandis qu’A.
moucheti et A. nili sont inféodés aux zones forestieres du Sud-Cameroun, ou ils se développent
au bord des grands cours d’eau (Mouchet et al., 1984 ; Fontenille et al., 2003). Les especes

secondaires qui assurent une transmission localisée ou limitée du paludisme, du fait de leur
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distribution restreinte dans 1’environnement sont : A. paludis Theobald, 1900, 4. hancocki
Edwards, 1929, A. melas Theobald, 1903, A. pharoensis Theobald, 1901, A. ovengensis
Awono-Ambéné, 2004, A. marshallii Theobald, 1903, A. lessoni Evans, 1931, A.
rufipes Gough, 1910, 4. ziemanni Grunberg, 1902, A. carnavalei Brunhes, 1998, A. coustani
Laveran, 1900 et 4. wellcomei Theobald, 1904 (Gillies ef al., 1987 ; Fontenille ef al., 2000 ;
Mouchet, 2004 ; PNLP, 2018 ; Bamou et al., 2021).

Aile tachetée

Antenne

Palpe long

Figure 3 : Photographie d’un moustique du genre Anopheles (Gathany-CDC, 2000).

1.1.2.3 Genre Culex

Chez le genre Culex le corps est orné d’écailles ; les palpes sont courts chez la femelle,
longs et effilés a ’extrémité chez le male. La membrane alaire est généralement claire et
incolore (figure 4). Environ 67 especes du genre Culex (Cx) sont connues au Cameroun (Bamou
et al., 2021). Cependant, celles qui méritent une attention particuliére sont Cx. quinquefasciatus
Say, 1823 et Cx. tigripes De Grandpré, 1900. Culex tigripes est la seule espéce au Cameroun dont
les larves dévorent celles des autres Culicidés (Rageau ef al., 1952). Culex quinquefasciatus est
l'espece responsable de la plus grande part de la nuisance culicidienne en milieu urbain au
Cameroun (Fondjo et al., 1992 ; Manga et al., 1992 ; Nimpaye et al., 2001). Cette espece est
¢galement responsable de la filariose de Bancroft (Scholte et al., 2003).

Aile

Antenne

Patte

Figure 4 : Photographie de Culex quinquefasciatus (Smith collection/ united states, 2003). 7



1.1.2.4 Genre Mansonia

Chez le genre Mansonia le corps est recouvert d’écailles brun-foncé ou plus claires qui
leur donnent un aspect poussiéreux (figure 5). Les espéces Mansonia africana Theobald, 1901
et Mansonia uniformis Theobald, 1901 sont les plus connues au Cameroun. Leur présence a été
signalée dans toutes les régions du pays (Rageau et al., 1952 ; Rickenbach et al., 1976a ; Bamou
et al., 2021). Leur implication dans la transmission de la filariose lymphatique en Afrique

Centrale n’a pas encore été clairement élucidée.

Patte tachetée

Antenne

— Palpe court

— Trompe

Figure 5 : Photographie d’un moustique du genre Mansonia (Russell, 1999).

1.1.3 Caracteéres distinctifs des Culicidés

Certains caractéres morphologiques observables sur les ceufs, les larves, les nymphes et
les adultes permettent de différencier les Culicinés des Anophelinés (Lane & crosskey, 1993).

Les ceufs de Culicidés sont pondus soit en radeau (genre Culex), soit isolément (genres
Aedes et Anopheles), soit encore sur un support végétal immerge (genre Mansonia). Les ceufs
chez les Anophelinés possédent chacun deux flotteurs latéraux qui les maintiennent a la surface
de I’eau (figure 6).

Les larves de Culicinés présentent un tube respiratoire (siphon) qu’elles utilisent aussi
pour rester en suspension, en position oblique par rapport a la surface de 1’eau ; les larves

d’Anophelinés n’ont pas de siphon et sont maintenues parallelement a la surface de I’eau.

Chez les adultes, on peut distinguer les Culicinés des Anophelinés en observant leur
position au repos par rapport au support : les Anophelinés forment un angle de 50° a 90° alors
que les Culicinés adoptent une position paralléle au support.

Chez les Anophelinés, les adultes males et femelles peuvent aussi étre distingués de
ceux des Culicinés par la longueur et la forme des palpes : chez les femelles d’ Anophelinés, les

palpes sont aussi longs que la trompe alors qu’ils sont beaucoup plus courts que la trompe chez


https://www.techno-science.net/glossaire-definition/Vegetal.html

les femelles de Culicinés ; chez les males d’Anophelinés, les palpes sont aussi longs que la
trompe et renflés au sommet, tandis qu’ils sont plus longs que la trompe, avec un sommet effilé

chez les males de Culicinés, (Carnevale et al., 2009 ; OMS, 2014 ).
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Figure 6 : Particularités morphologiques des principaux genres de Culicidés d'intérét médical

(Lane & Crosskey, 1993).

1.1.4 Biologie des Culicidés

Les Culicidés sont des insectes holométaboles car ils ont un cycle de vie qui comporte
une métamorphose complete. Leur cycle de développement comprend une phase aquatique
(comprenant les stades ceuf, larvaire et nymphal) et une phase aérienne (stade adulte)
(Carnevale et al., 2009) (figure 7). Le temps que prend chaque stade pour son développement
dépend des parametres environnementaux tels que la température de 1’eau et de la disponibilité

en nourriture (OMS, 2003).

1.1.2.1 Phase aquatique

Cette phase débute avec la ponte des ceufs d’un moustique femelle a la surface de 1’eau.
Ces ceufs peuvent étre déposés dans I'eau des contenants artificiels (genre Adedes), dans les
collections d'eaux claires et ensoleillées (genre Anopheles) ou dans des collections d'eaux
chargées de débris organiques (genre Culex) (Mouchet et al., 1984 ; Fontenille et al., 2001 ;

Fontenille et al., 2003). Le nombre d'ceufs varie en fonction des especes et de la quantité de



sang absorbé ; les femelles peuvent pondre environ 100 a 300 ceufs dans le genre Aedes

(Hawley, 1988), 150 a 400 chez Anopheles et 50 a 200 ceufs chez Culex (Cywinska et al., 2006).

Environ un a deux jours apres la ponte, chaque ceuf éclot, libére une larve vermiforme
et apode qui se nourrit des débris organiques a la surface de 1’eau. La larve du stade L1, a
croissance discontinue, subit trois mues successives qui aboutiront progressivement aux stades
L2, L3 et L4. Parvenue au stade L4, la larve se transforme en une nymphe mobile, apode, en
forme de virgule, qui ne se nourrit pas car elle est dépourvue de tube digestif. La durée du stade
nymphal est de 2 a 3 jours au bout desquels on aboutit a I’émergence du jeune adulte ou imago

(Carnevale et al., 2009).

1.1.2.2 Phase aérienne

L’adulte émerge généralement de la nymphe au crépuscule. Les premiers jours de la vie
imaginale permettent le durcissement du corps, la prise d’aliments sucrés (chez le male et la
femelle), et la maturation des organes. L’alimentation sucrée procure des substances
énergétiques telles que les hydrates de carbone nécessaires pour le déplacement (vol) et
I’accouplement (Carnevale et al., 2009). L’accouplement a lieu peu aprés 1’émergence. La
femelle ne s’accouple qu’une seule fois pendant toute son existence et recoit suffisamment de
sperme, qui est stocké dans une spermathéque, pour féconder plus tard les ceufs de toutes les
pontes successives. Apreés I’accouplement, la femelle doit prendre un repas de sang qui lui

fournit les nrotéines nécessaires a la maturation des ceufs (OMS. 2012 : OMS. 2014). En
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Figure 7 : Cycle de développement des Culicidés (eu biogents.com).
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1.2 Généralités sur la transmission du paludisme

L’agent responsable du paludisme est un protozoaire du genre Plasmodium Marchiafava
1895. 1l est transmis a ’homme lors d’une piqlre du moustique femelle du genre Anopheles
portant les formes infestantes du parasite. Ce parasite appartient a 1’embranchement des
Apicomplexa, a la classe des Sporozoea, a la sous-classe des Coccidia, a I’ordre des Euccocida,
au sous-ordre des Haemosporina, a la famille des Plasmodiidae. Cinq especes de Plasmodium
sont pathogénes pour ’homme : P. falciparum Welch, 1897, P. vivax Grassi, 1890, P. ovale
Stephens, 1922, P. malariae Feletti, 1889 et P. knowlesi Sinton, 1932. Cependant, P. falciparum
est ’espece la plus virulente a cause de ses formes d’accés graves ; c’est aussi [’espece la plus
répandue dans les zones tropicales et subtropicales (OMS, 2002). Le cycle biologique du

Plasmodium (figure 8) comporte deux phases.

1.2.1 Phase asexuée chez I’hote vertébré (hote intermédiaire)

Le moustique transmet le paludisme a 'homme en lui injectant des formes infestantes
du parasite (sporozoites) mélangées a sa salive, au cours de son repas de sang (1). Ces parasites
sont ensuite entrainés par le courant sanguin jusqu’au foie ou ils pénetrent et se multiplient
activement dans les hépatocytes (2, 3), les faisant éclater (4). Les schizontes ainsi libérés vont
parasiter une nouvelle cellule hépatique (cycle exo-érythrocytaire) ou pénétrer dans les
hématies (cycle érythrocytaire) (5). Dans les hématies, les parasites se multiplient de nouveau
dans une vacuole parasitophore dans laquelle ils passent par plusieurs stades : jeune trophozoite
(stade anneau), trophozoite mature et finalement schizonte ou mérozoite (OMS, 2014). Cette
multiplication aboutit a I'éclatement des hématies infestées avec libération des mérozoites (6).
Certains meérozoites libérés vont envahir de nouvelles hématies, répétant ainsi le
cycle érythrocytaire ; d’autres vont évoluer vers des formes sexuées appelées gamétocytes
males et femelles (7). Ces derniers seront plus tard absorbés par I’anophéele femelle au cours de
son repas de sang (8), marquant le début d'un nouveau cycle de reproduction sexuée du

Plasmodium (Matile, 1978).

1.2.2 Phase sexuée chez I’anophéle femelle (hote définitif)

En prenant un repas de sang sur un hote vertébré (homme ou animal) porteur de formes
sexuées du Plasmodium (gamétocytes), le moustique ingere les gamétocytes. Ce sang ingéré
s’accumule dans I’estomac du moustique ou les hématies infectées éclatent, libérant les
gamétocytes (haploides). A ce niveau, le gamétocyte male se différencie par exflagellation en
8 microgameétes flagellés qui se déplacent pour féconder le macrogamete femelle et donner un

zygote diploide (9). Le zygote se transforme en ookinete mobile (10) puis pénétre dans la paroi
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de I’estomac du moustique et se développe en oocyste sphérique (11). A Iintérieur de I’oocyste,
le noyau se divise plusieurs fois formant un grand nombre de sporozoites haploides qui sont
libérés ensuite dans I’hémolymphe (11 et 12). Certains de ces sporozoites mobiles vont ensuite
migrer dans les glandes salivaires du moustique pour étre inoculés a un autre sujet lors de son
prochain repas sanguin (OMS, 2014).
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Figure 8 : Cycle de développement du Plasmodium (OMS, 2003).

1.2.3 Faciés épidémiologiques du paludisme au Cameroun

L’épidémiologie du paludisme au Cameroun se caractérise par 1’existence de trois
principaux facies épidémiologiques retrouvés en Afrique (figure 9), a savoir :

-le faciés sahélien, correspondant a 1I’Extreme Nord ; qui est caractéris€ par une
transmission saisonnicre courte qui dure un a trois mois. La transmission dans ce faciés est
principalement assurée par A. pharoensis, A. rufipes, A. arabiensis et A. funestus ;

-le facies soudano-sahélien qui couvre les régions de I’Adamaoua et du Nord. Il est
caractérisé par une transmission saisonniere longue de 6 a 9 mois. La transmission du paludisme
y est intense pendant la saison pluvieuse qui dure 5 a 6 mois et est principalement assurée par

A. arabiensis ;
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-le facieés équatorial qui couvre toute la zone forestiére et les savanes humides des
régions méridionales. La transmission du paludisme est continue tout au long de 1’année avec
des pics au début et a la fin de la saison des pluies. Cette transmission est principalement assurée

par A. gambiae, A. funestus, A. moucheti et A. nili (Same Ekobo, 2005 ; PSNLP, 2019).
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Figure 9 : Faci¢s épidémiologiques du paludisme au Cameroun (Antonio et al., 2019).

1.2.4 Lutte contre le paludisme
La lutte contre le paludisme repose sur deux piliers : la lutte contre les parasites et la

lutte contre les vecteurs.

1.2.4.1 Lutte contre les parasites

Plusieurs molécules antipaludiques peuvent é&tre utilisées comme moyens
prophylactiques ou thérapeutiques. Au Cameroun, les moyens prophylactiques reposent sur la
chimio-prévention qui englobe :
-le Traitement Préventif Intermittent (TPI) a I’association Sulfadoxine/Pyriméthamine (SP)

chez la femme enceinte (Minsanté, 2019), la chimio-prévention chez les enfants de 03 a 59
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mois (Chimio-Prévention Saisonnier — CPS) et la chimio-prophylaxie chez les sujets neufs ou

voyageurs provenant des pays non endémiques (Minsanté, 2019) ;

-les moyens curatifs quant a eux reposent sur 1’utilisation des combinaisons thérapeutiques a
base de dérivés d’Artémisinine (ACT). Ces molécules sont administrées aux patients
diagnostiqués positifs au paludisme selon qu’il soit simple ou grave. Dans les formations
sanitaires, la prise en charge des cas est gratuite pour les enfants de moins de Sans (Minsanté¢,
2019). Les médicaments antipaludiques ne garantissant pas une protection absolue contre
I’infection, il est important de se protéger des piqlres de moustiques, d’ou la nécessité

d’associer la lutte anti-vectorielle a la lutte antiparasitaire.

1.2.4.2 Lutte anti-vectorielle

La lutte anti-vectorielle regroupe 1’ensemble des mesures qui permettent de réduire ou
d’interrompre la transmission d’une maladie en agissant sur ses vecteurs (OMS, 2006). On
distingue quatre principales méthodes de lutte contre les vecteurs d’agents pathogenes : la lutte
physique, la lutte chimique, la lutte biologique et la lutte génétique. Pour la lutte contre les
vecteurs du paludisme, deux principales interventions sont préconisées : les aspersions
d’insecticides a effet rémanent a 1’intérieur des habitations et 1’utilisation des moustiquaires
imprégnées d’insecticides a longue durée d’action (PSNLP, 2019). Ces interventions peuvent
étre complétées localement par d’autres méthodes telles que la lutte anti-larvaire ou

I’aménagement de 1’environnement.

1.2.4.2.1 Méthodes physiques

Elles sont principalement basées sur [’assainissement, 1’aménagement de
I’environnement (drainage des eaux, réduction du nombre des gites larvaires...) mais aussi
’utilisation des barrieres mécaniques (grilles ou grillages) sur les ouvertures des habitations

(portes, fenétres, trous d’aération ...) (OMS, 2014).

1.2.4.2.2 Méthodes chimiques

Elles sont les plus utilisées par la majorité des programmes de lutte contre le paludisme.
Ces méthodes englobent la pulvérisation d’insecticides dans les gites larvaires, les aspersions
intra-domiciliaires d’insecticides a effet rémanent et 1’utilisation de moustiquaires imprégnées
d’insecticides a longue durée d’action (OMS, 2008). Les insecticides utilisés appartiennent a
plusieurs familles, a savoir : les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates et les

pyréthrinoides (Philogene, 1991).

14



1.2.4.2.3 Méthodes biologiques

Elles regroupent 1’utilisation des poissons larvivores dans les gites larvaires, des agents
entomo-pathogenes, en particulier les spores des bactéries (Bacillus thurigiensis et Bacillus
sphaericus), et les spores des champignons telles que Metarhizium anisopliae et Beauveria
bassiana (Scholte et al., 2003 ; Scholte et al., 2005).
1.2.4.2.4 Méthodes génétiques

Elles reposent sur 1’utilisation des males stériles et des moustiques transgéniques qui sont
produits au laboratoire. Le transgéne introduit chez la femelle la rend réfractaire au
développement du Plasmodium. Les males stériles relachés dans la nature s’accouplent avec

les femelles sauvages pour produire des descendants a faible compétence vectorielle (Collins,

1994 ; Benedict et al., 2003 ; Boéte, 2006).
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CHAPITRE Il : CADRE GEOGRAPHIQUE MATERIEL ET

METHODES




I1.1 Cadre géographique et période d’étude

La localité¢ de Pouth-Kéll¢ (3°84667N ; 10°812061E ; 232 m d’altitude) est située au
Cameroun, Région du Centre, Département du Nyong et Kéll¢ et Arrondissement d’Eséka
(figure 10). Elle est située a 130 km de la ville de Yaoundé¢ sur la route nationale N°3, qui relie
cette derniere a la ville de Douala. Le site de Pouth-K¢élI¢é se trouve a une dizaine de kilomeétres
de la localité de Boumnyébel par la route bitumée le reliant a la ville d’Eséka. Les stades adultes
d’insectes appartenant a la famille des Culicidés y ont été échantillonnés pendant six mois : de

février a juillet 2021.

La localité¢ de Pouth-K¢ll¢ est située en zone de forét dense humide semi-caducifoliée
guinéo-congolaise (PCD, 2008). Elle est soumise a un climat équatorial avec deux saisons
séches (décembre-février et juillet-aolit) et deux saisons de pluies (septembre-novembre et
mars-juin) (PCD, 2008 ; Suchel, 1987). Les sols sont du type ferralitique et argilo-sablonneux
avec une couleur qui varie du brun au rouge (PCD, 2008). La localité est irriguée principalement
par la riviere « Kéllé », elle-méme alimentée de part et d’autre par de ruisseaux favorables au
développement des moustiques. La population locale est constitué¢e a 95% des Bassa qui sont
autochtones. Les habitations, pour la plupart, sont du type traditionnel, avec des murs faits en
terre battue. L’agriculture est la principale activité économique qui assure a 80% 1’essentiel des

revenus de la population (PCD, 2008).
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Figure 10 : Localisation géographique de Pouth-K¢llé (ANOM ; Google map).
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11.2 Matériel

L’ensemble du matériel utilisé dans le cadre de cette étude sera cité dans la partie ci-

apres consacrée aux méthodes.

11.3 Méthodes
11.3.1 Collecte des données

Pendant la période de collecte, des enquétes entomologiques mensuelles ont été
effectuées sur le terrain, suivies des analyses moléculaires en vue d’atteindre les objectifs que

nous nous sommes fixés.

I1.3.1.1 Enquétes entomologiques

Les enquétes entomologiques ont nécessité une phase préparatoire et des sessions
mensuelles de capture d’insectes.

La phase préparatoire de la collecte des données sur le terrain a commencé par le choix
des maisons ou les captures mensuelles ont été effectuées puis le recrutement et la formation

des volontaires a la capture.

En effet, trois maisons ont été choisies au hasard de fagon a représenter tout le village.
Apres des échanges avec I’équipe de recherche, les occupants de ces maisons ont été informés
de I’activité a mener et ont donné leur accord pour sa réalisation selon le chronogramme
proposé. Un recrutement des volontaires (captureurs de moustiques) a ensuite été opéré au cours
d’une réunion organisée en présence du chef de la communauté. Au cours de cette réunion, la
note d’information sur la participation a I’étude a été expliquée et les formulaires de
consentement éclairé ont été portés a I’attention des participants. Au total, 20 membres
volontaires de la communauté ont donné leur accord pour participer a la collecte des données
dont 3 chefs de ménages et 17 autres membres de la communautg.

Apres avoir donné leur consentement et signé la fiche qui avait été remise a chacun, une
séance de formation sur la capture des moustiques a immédiatement commencé par la
présentation et I’utilisation du matériel de capture suivi d’une simulation de la capture. Le test
d’aptitude a cet exercice a été effectué par les volontaires dans leurs domiciles respectifs. Les
résultats obtenus par chaque volontaire nous ont permis de constituer les équipes devant
conduire cette activité. Chaque €quipe travaillant dans une maison était constituée de quatre
captureurs : deux travaillant de 18h a 24h et deux autres de 24h a 06h du matin (avec un
captureur a I’intérieur et ’autre a ’extérieur de la maison). Les captures ont été effectuées

chaque mois pendant 2 nuits consécutives entre 18h et 06h du matin par 12 captureurs. Un
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traitement a base de la Maloxine, a titre préventif contre le paludisme a été administré a chaque

captureur avant le début de chaque session de capture.

L’¢échantillonnage des moustiques a été réalisé¢ par la méthode standard de ’OMS : la
capture nocturne par les volontaires soumis a une prophylaxie (OMS, 2002). Les moustiques
ont été capturés sur les jambes dénudées a 1'aide des tubes a hémolyse et d’une lampe torche
(figure 11). Les collectes de chaque maison de capture ont été groupées par tranches de deux
heures dans des sacs numérotés. Afin d’éviter tout éventuel biais lié a I’aptitude a la capture des
captureurs, ces derniers étaient permutés (suivant les positions intérieur / extérieur des maisons)
apreés chaque deux heures. Au terme d’une nuit de capture, les moustiques collectés étaient

récupérés pour une identification morphologique.

Captureur
Sacs de capture

Lampe torche

Jambe dénudée

[© NGO PIIM BIKOY, 2021

Figure 11 : Photographie d’un volontaire humain en pleine séance de capture a I’extérieur de la maison.

11.3.1.2 Identification morphologique des moustiques adultes

Les moustiques collectés ont été morphologiquement identifiés sous une loupe binoculaire
de marque NIKON (figure 12) et sur la base des clés d’identification morphologique proposées
par Edwards (1941), Cordeliers & Geoffroy (1976) pour les Culicinés, Gillies & De Meillon
(1968), Gillies & Coetzee (1987) pour les Anophelinés.

Les anopheles femelles identifiés étaient conservés individuellement dans des tubes
Eppendorf de 1,5 ml contenant un dessiccateur (gel de silice) couvert avec du coton. Chaque
¢chantillon ainsi constitué¢ a été codifié et conservé dans une boite de rangement. Les
informations sur le nombre de moustiques de chaque espéce identifiée en fonction du lieu de
collecte et des tranches horaires de capture ont été consignées dans une fiche de collecte de

données, et plus tard insérées dans une base de données du logiciel Excel pour des analyses
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ultérieures. Les moustiques identifiés ont été ensuite transportés au laboratoire et conservés

dans un congélateur a -20°C.

Loupe binoculaire
de marque Nikon

Sacs de capture sur

lequel est inscrit le

lieu (EX= extérieur)
et la tranche horaire
de capture

Cabhier de terrain

Tubes Eppendorf
codifiés et tapissés
Fiche de collecte du gel de silice

des données

Figure 12 : Dépouillement et identification morphologique des moustiques.

11.3.1.3 Analyses de laboratoire

Au laboratoire, les anophéles conservés a -20°C ont été disséqués individuellement et
scindés en deux parties : une partie contenant la téte et le thorax et une autre partie constituée
des carcasses (pattes, ailes et abdomen). Chaque partie a été introduite dans un nouveau tube
Eppendorf stérile portant le code du moustique puis conservée a -20°C. Les carcasses ont servi
a I’identification moléculaire des especes du complexe A. gambiae, la téte et le thorax a la
recherche de I’infection a P. falciparum. Les analyses moléculaires se sont déroulées au

laboratoire de recherche sur le paludisme de ’OCEAC.

I1.3.1.3.1 Identification moléculaire des espéces du complexe A. gambiae

L’identification moléculaire des espéces du complexe A. gambiae a été réalisée avec les
extraits d’ADN de 133 spécimens, a 1’aide de la technique de Polymerase Chain Reaction —
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP).

11.3.1.3.1.1 Extraction de ’ADN

L’extraction de I’ADN a été faite au cétyl-triméthyl ammonium bromide (CTAB) a 2%
selon le protocole de Collins et al (1987).

Les carcasses de moustiques contenues dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml ont été broyées
dans 200uLl. de CTAB a 2 % puis chauffées a 65°C pendant cinq minutes ; 200uL de
chloroforme ont été ajoutés a ce mélange et la solution a été remuée par inversion. Ce mélange
a été centrifugé a 12000 trs/min (rpm) pendant cinq minutes a température ambiante (TA). Le
surnageant a été préleve et introduit dans un nouveau tube Eppendorf stérile codifi€, dans lequel

200uL d’Isopropanol ont été ajoutés. Le contenu du tube a ét¢ mélangé par inversion, centrifugé
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de nouveau a 12000 trs/min pendant quinze minutes, et laissé a TA pour précipiter I’ADN au
fond du tube sous forme d’un culot peu visible. L’Isopropanol a été vidé et le tube a été
soigneusement égoutté ; 200uL d’Ethanol a 70% y ont ét¢ ajoutés et le mélange a été centrifugé
a 12000 trs/min pendant cinq minutes a TA pour purifier I’ADN obtenu. L’Ethanol a été vidé
et le culot séché pendant cinq minutes au minimum au speed-vac. L’ADN ainsi extrait a été
reconstitu¢ dans 20uL d’eau stérile puis incubé a 55°C pendant cinq minutes. La solution a été

mélangée au vortex puis stockée a -20°C.

11.3.1.3.1.2 Amplification de P’ADN

L’amplification de I’ADN a été faite par la technique PCR « Polymerase Chain
Reaction » a partir d’amorces spécifiques (Fanello ef al., 2002). Cette réaction se déroule en 35
cycles comprenant chacun trois étapes : la dénaturation, I’hybridation et 1’¢longation. Cette

technique a été utilisée en vue de discriminer les especes du complexe A. gambiae.

11.3.1.3.1.3 Principe de la PCR
La PCR est basée sur une réplication de I’ADN double brin faite en trois étapes :

- la dénaturation qui consiste a une séparation des 2 brins de I’ADN sous ’effet d’une
température comprise entre 92°C et 95°C pendant 3 minutes ;

- I’hybridation au cours de laquelle les oligonucléotides se fixent en 30 secondes aux
extrémités 3’et 5° de la séquence complémentaire de I’ADN cible. La température d’hybridation
dépend de la séquence et du nombre de nucléotides des amorces ; elle varie entre 50°C et 65°C ;

- I’élongation au cours de laquelle chaque amorce fixée sur I’un des 2 brins d’ADN s’étend
dans le sens 3’%5’, par juxtaposition des nucléotides (ANTPs) sous I’action de I’ADN
polymérase. Elle se déroule a une température de 72°C qui permet a I’ADN polymérase
thermostable (Thermus aquaticus ou Taq) de synthétiser les brins complémentaires, a partir des
amorces oligonucléotidiques en présence des désoxyribonucléotides triphosphates (ANTP)
correspondant aux quatre bases. Ceci permet de doubler la séquence d’ADN cible. Cette étape
dure entre 30 secondes et 2 minutes puis un nouveau cycle recommence.

Ces trois étapes peuvent étre répétées un grand nombre de fois selon la quantité d’ADN de
départ, ce qui aboutit a la multiplication exponentielle de I’ADN cible par 2" : c’est

I’amplification.

11.3.1.3.1.4 Mode opératoire

L’amplification de I’ADN ribosomal a été réalisée selon la technique de la PCR dont la
composition du milieu réactionnel est présentée dans le tableau II. Toutes les réactions
d’amplification se sont déroulées dans un thermocycleur de marque « 2720 Thermal Cycler »
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(Applied Biosystems) (figure 13), dont les cycles de températures sont présentés dans la figure
14. L’ADN amplifié¢ a alors ét¢ soumis a une digestion enzymatique pour dissocier les
différentes especes en présence et les révéler par la suite par migration électrophorétique.

Tableau II : Composition du milieu réactionnel d’'une PCR pour I’indentification des especes

du complexe A. gambiae (Fanello et al., 2002)

Réactifs Concentration finale Pour 1 réaction a 25ul
ddH>O - 17.4uL
Tampon de Taq 10X 1X 2.5uL
25mM MgCl, 0.5Mm 0.5uL
10mM dNTP each 0.2Mm 0.5uL
Amorce UN (10uM) Spmoles 0.5uL
Amorce AG (10uM) Spmoles 0.5uL
Amorce AA (10uM) Spmoles 0.5uL
Amorce AM (10uM) Spmoles 0.5uL
Taq DNA Poly (5U/uL) 0.5U 0.1pL
DNA Template (1 a Sng/uL) - 2.0uL
Total - 25,0pnL

ddH-O : eau bidistillée, ANTP : désoxyribonucléotides triphosphates, MgCl,: chlorure de magnésium, UN :
universelle, AG : Anopheles gambiae, AA : Anopheles arabiensis, AM : Anopheles melas, Taq: Thermus
aquaticus, DNA : acide désoxyribonucleique, mM : millimolaire, uL : microlitre, U : unité.
Les amorces utilisées sont définies de manicre suivante :

-UN : 5GTGTGCCGCTTCCTCGATGT 3’ ;

-AG : 5CTGGTTTGGTCGGCACGTTT3’ ;

- AA : 5’AAGTGTCCTTCTCCATCCTA 3’ ;

-AM : 5GTGACCAACCCACTCCTTGA 3°.

Plaque contenant les échantillons
d’ADN a amplifier

Thermocvcleur

© Alenou L., 2021

Figure 13 : Photographie de I’étape d’amplification de I’ADN dans un Thermocycleur. 21
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Figure 14 : Différentes étapes et cycles de températures d’une PCR pour I’identification des

especes du complexe 4. gambiae (Fanello et al., 2002).

11.3.1.3.1.5 Digestion enzymatique

La digestion enzymatique a été réalisée par la technique de Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP). En effet, les fragments d’ADN amplifiés ont ét¢ digérés a 1’aide de
I’enzyme Hhal (Haemophilus haemoliticus), qui les coupe au niveau de leurs sites de restriction.
La composition du milieu réactionnel préparé pour la digestion enzymatique est présentée dans

le tableau III. Les échantillons soumis a la digestion ont été incubés a 37°C toute la nuit.

Tableau III : Composition du milieu réactionnel d’une digestion enzymatique spécifique des

membres du complexe 4. gambiae (Fanello et al., 2002)

Réactifs Concentration finale Pour 1 réaction a 25H1
Tampon d’enzyme 10X 1X 2.5ul

Enzyme Hhal 2.5U 0.25ul

BSA - 0.25ul

ddH,O - 12ul

Produit de PCR - 10ul

Total - 25ul

Hhal : Haemophilus haemoliticus, BSA : bovine serum albumin, ddH,O : eau bidistillée, U: unitg,
pl : microlitre.

I1.3.1.3.1.6 Migration électrophorétique

La migration a été faite sur un gel d’agarose a 2%. A 1’aide d’une balance, 2g d’agarose
ont été prélevés et introduits dans un Erlenmeyer contenant 100ml de tampon TBE 1X. Le
mélange a ét¢ homogénéisé et porté a ébullition dans un four micro-onde chauffant a 250°C,
jusqu'a I’obtention d’une solution translucide. La solution a été refroidie dans un récipient
contenant de 1’eau de robinet. A 1’état tiede, Sul de bromure d’éthidium (BET) ont été ajoutés
a la solution puis agitée manuellement. Le moule a été préparé et les peignes y ont été

suspendus. Le gel a été coulé et mis en attente pour refroidissement. Les peignes ont été retirés
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du gel et le bac portant le gel a ét¢ immergé dans le bac électrophorétique contenant du TBE
1X.

A TI’aide d’une micropipette, des gouttes de 2ul de bleu de charge ont été déposées sur un
morceau de para-film ; 8ul de chaque échantillon d’ADN digéré ont ¢ét¢ mélangés au bleu de
charge. Le mélange a été prélevé a 1’aide d’une micropipette et introduit dans les puits du gel.
A ces échantillons ont été ajoutés 2 témoins positifs (celui d’A. gambiae, et d’A. coluzzii), un
témoin négatif (eau de PCR) et 2ul de marqueur de taille de 100 pb (paire de bases). Le bac
¢lectrophorétique a ¢été soumis a un champ électrique de 140 volts et 220V pendant 1 heure

pour la migration.

I1.3.1.3.1.7 Lecture et interprétation du gel

Aprés la migration électrophorétique, le gel a été placé dans un trans-illuminateur
connecté a un ordinateur pour la visualisation des bandes matérialisant le front de migration de
I’ADN a partir de la fluorescence des molécules de bromure d’éthidium fixés sur les fragments
d’ADN. Grace au logiciel de capture d’images (Vision Cap), une photographie du gel a été
réalisée et interprétée (figure 15). Selon Fanello ef a/ (2002), le profil des bandes attendues pour
chaque espéce apres la digestion se présente de la maniere suivante :

- A. gambiae présente une premiere bande a 110 paires de bases et une seconde bande

a 257 paires de bases ;

- A. coluzzii montre une bande a 367 paires de bases.

-200pb
Sens de
migration

-500pb Poids moléculaire
VL croissant

1 2 3 4 5

Figure 15 : Photographie d’un gel d’agarose aprés migration électrophorétique de quatre
produits de PCR pour I’identification moléculaire des espeéces du complexe A. gambiae.

Les bandes représentent I’ADN et suivant leur poids moléculaire, les bandes d’ADN ont des
positions différentes sur le gel, ce qui permet d’identifier précisément chaque espéce ; 1 et 2 = A.
gambiae qui migre a 110 pbeta 257 pb ; 3 et 4 = A. coluzzii qui migre a 367 pb ; 5 = marqueur de taille
100 paires de base.
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11.3.1.3.2 Détection des anophéles infectés de P. falciparum

L'infection des anopheles femelles par P. falciparum a été¢ mise en évidence par la technique
ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay). Cette technique permet de détecter la protéine
CircumSporozoitique du sporozoite (CSP); ce dernier est souvent logé dans les glandes
salivaires des anopheles femelles. La technique ELISA a été mise au point suivant le protocole
de Burkot et al (1984) amélioré par Wirtz et al (1987) et adapté par Fontenille (2002).

Cette technique consiste a coupler la protéine CSP aux anticorps de capture anti-CSP
préalablement fixés sur la paroi d’une plaque MAXISORP. Le complexe antigéne-anticorps
formé est ensuite révélé par un anticorps monoclonal (ACm) anti-CSP couplé a la peroxydase.
L'adjonction d'un substrat, qui sera dégradé sous l'action de 1'enzyme, produit une coloration
visible et mesurable par densité optique. Dans le cadre de notre étude, les densités optiques
n’ont pas été mesurées. Nous nous sommes limités a la coloration visible des échantillons qui
contenaient la protéine recherchée.

Les différents tampons et réactifs nécessaires a la réalisation du test d’ELISA-CSP ont été
préparés suivant les recommandations du fabriquant. Les tubes contenant la téte et le thorax de
chaque anophele a tester ont été rangés sur un portoir ayant la méme configuration que la plaque
d’ELISA. Le contenu de chaque tube a ensuite été broyé dans 20ul de Np-40 (Nonidetp-40) et
200ul de tampon de broyage (Blockind Buffer (BB)) pour faciliter I'extraction des protéines
circumsporozoitiques. Le broyat a ensuite €té¢ conservé au congélateur a -20°C. Les plaques
d’ELISA ont été sensibilisées en introduisant dans chaque puits de la plaque 50uL de la solution
diluée d’ACm de capture (15uL d’ACm reconstitué dans SmL de PBS (Phosphate Buffer
Saline)) a I’aide d’une pipette et incubés pendant toute la nuit a 4°C dans un réfrigérateur. Cette
incubation permet l'adsorption de I'ACm sur les parois de la plaque. Les plaques ont été vidées
et sans les laver, 200uL de BB ont été ajoutés dans chaque puits pour saturer les sites de fixation
des ACm et les plaques ont été laissées une heure sur la paillasse. Elles ont été vidées par la
suite puis S0uL du broyat d’anophele ont été introduits dans chaque puits de la plaque en dehors
des puits des témoins positif et négatif, qui ont regu S0uL des solutions respectives. Les plaques
ont été couvertes et laissées deux heures sur la paillasse. Les ACm conjugués couplés a la
peroxydase ont été préparés environ 10 minutes avant la fin des deux heures, en diluant 7,5uL
d’ACm conjugués dans SmL de BB. Les plaques ont été ensuite vidées, lavées deux fois au
PBS /Tween 20 et séchées apres chaque lavage ; ensuite, S0uL de la solution d’ACm conjugué
correspondant a ’ACm de capture ont été ajoutés dans chaque puits de la plaque et laissées
une heure sur la paillasse. Au terme de cette période d’incubation, les plaques ont été vidées,

puis lavées quatre fois au PBS/Tween 20 et séchées apres chaque lavage. Dans chaque puits,
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100uL du substrat ont été ajoutés, et les plaques ont été incubées 30 minutes a I’obscurité. Au
bout de ces 30 minutes, les puits positifs ont été colorés en bleue, réaction caractéristique de la
dégradation du substrat sous l'action de la peroxydase. Cette réaction a été stoppée en ajoutant
50ul d'acide sulfurique 4N par puits, transformant ainsi la coloration bleue en jaune. Tous les
¢chantillons positifs ont été testés de nouveau pour confirmation. Les données obtenues au
cours de cette analyse ont permis d’estimer ’indice sporozoitique (qui représente la proportion
de moustiques d’une espéce donnée, porteurs de sporozoites) et le taux d’inoculation
entomologique des especes d’anopheles (qui est le nombre de piqilires infectantes regues par
homme et par nuit) (OMS, 2012).
I1.3.2 Analyses statistiques des données

Les données recueillies sur le terrain et au laboratoire ont permis de déterminer les
parametres suivants :
-le taux d’agressivité ou taux de piqiires (ma) : il s'obtient en divisant le nombre d'anophe¢les

capturés par le nombre de captureurs par nuit, d’apres la formule suivante :

Nombre total d’anopheles capturés

ma =
Nombre de captureurs

Il s’exprime en nombre de piqlres par homme par nuit (p/h/n) (OMS, 2012) ;

-le taux ou indice d’endophagie (I): il s’obtient a partir des estimations des taux d’agressivité

calculés a I’intérieur et extérieur des maisons, d’apres la formule suivante :

Iz =taux d’agressivité intérieur d’une espece donnée [ma(i)] + [taux d’agressivité intérieur

d’une espece donnée [ma(i)] + taux d’agressivité extérieur d’une espece donnée [ma(o)]]

Soit : Ig = ma(1) + [ma(i) + ma(o)]

Ils permettent de connaitre le statut du moustique en rapport avec son lieu d’alimentation

(endo/exophage) (OMS, 2012) ;

-le taux d'infectivité ou indice sporozoitique : il est déterminé a partir de la formule suivante :

Nombre de moustiques positifs

Taux d'infectivité = - -
Nombre total de moustiques analysés

(OMS, 2012)

-le taux d’inoculation entomologique : il est déterminé par la formule suivante :

EIR = [taux d’agressivité (ma)] x [taux d’infectivité]

(OMS,2012) 55



I1.3.2.1 Tests de comparaison

Les données collectées ont été saisies dans Excel office professionnel version 2013 et
analysées avec le logiciel SPSS version 26. Les pourcentages et les effectifs des moustiques ont
été¢ calculés dans le tableur Excel. Les graphiques montrant la composition de la faune
culicidienne et I’agressivit¢ mensuelle des espéces anophéliennes, ainsi que les courbes
d’agressivité et du taux d’inoculation des espéces anophéliennes, ont été générés a partir
d’Excel. Pour chaque espéce anophélienne, le test de chi 2 a été utilisé pour comparer chaque
paramétre calculé (I’agressivité, I’indice sporozoitique et le taux d’inoculation entomologique)

entre I’intérieur et I’extérieur des maisons a un seuil de significativité de 5%.
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CHAPITRE 1l : RESULTATS ET DISCUSSION




1I11.1 Résultats

I11.1.1 Composition et abondance de la faune culicidienne

Au total 1027 moustiques ont été capturés au cours des 6 enquétes entomologiques
mensuelles que nous avons menées dans notre site d’étude. L’étude morphologique des
spécimens capturés a permis de classer les moustiques de notre échantillon en deux sous-
familles : la sous famille des Anophelinae (N=756) représentant 73,6% [IC : 70,9%-76,3% !]
et la sous-famille des Culicinae (N=271) représentant 26,4% [IC : 23,7%-29,1%] de la faune.
La sous-famille des Anophelinae était constituée uniquement du genre Anopheles (100%) tandis
que celle des Culicinae était constituée des genres Aedes, Culex et Mansonia a des proportions

respectives de 11,7% (N=120), 14,6% (N=150) et 0,1% (N=1) (figure 16).

B Anopheles B Aedes ® Culex W Mansonia
0,1%
14,6%

11,7%

73,6%

Figure 16 : Répartition par genre des moustiques capturés entre février et juillet 2021 a Pouth-

Kélle.

La distribution mensuelle des genres de moustiques capturés est donnée a la figure 17.
Dans I’ensemble, les spécimens appartenant a la sous-famille des Anophelinae ont été
majoritaires pendant les 6 mois de notre échantillonnage. Au niveau mensuel, les spécimens du
genre Anopheles ont été plus collectés pendant les mois de Février (95,9%), Mars (95,1%) et
Mai (91,8%), alors que ceux des Culicinae ont été plus collectés aux mois d’Avril (genre Aedes :

47,6%) et juillet (genre Culex : 97,6%).
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Figure 17 : Abondance mensuelle de la faune culicidienne échantillonnée entre février et
juillet 2021.
II1.1.1.1 Composition spécifique de la faune anophélienne

Au cours de cette étude, 756 anophéles femelles ont été collectés ; leur identification
morphologique a révélé la présence de 4 especes qui sont : 4. gambiae s.1. (64,3% ; N=486), A.
nili (20,4% ; N=154), A. funestus (15,2% ; N=115) et A. paludis (0,1% ; N=1) (Figure 18).

B 4. funestus B 4. gambiae s.. WA nili A. paludis
0,1%

15,2%

20,4%

64,3%

Figure 18 : Composition spécifique de la faune anophélienne échantillonnée entre février a juillet 2021.
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Sur les 486 A. gambiae s.l. capturés, 27% (N=133) ont été soumis aux analyses
moléculaires pour I’identification des espéces du complexe A. gambiae. Les résultats obtenus
ont révélé la présence d’A. gambiae s.s. (97,7%, N=130) comme espéce majoritaire, et d’A4.

coluzzii (2,3%, N=3) comme espece minoritaire (figure 19).

A. gambiae s8. w4, coluzzii

2,3%

97,7%

Figure 19 : Répartition des espeéces du complexe A. gambiae dans le site d’étude entre février

a juillet 2021.

II1.1.2 Agressivité de la faune anophélienne

L’agressivit¢ de la faune anophélienne a été étudiée entre 18h et 6h du matin a
I’extérieur et a I’intérieur des maisons. Sur les 756 anophéles obtenus, 373 ont été collectés a
I’intérieur et 383 a I’extérieur des maisons. Aucune différence statistiquement significative n’a
¢té observée entre les taux d’anophéles collectés a I’intérieur et a 1’extérieur des maisons

(p=0,232).

IT1.1.2.1 Agressivité horaire a ’intérieur et a ’extérieur des maisons

En raison du faible effectif d’A. paludis, 1I’étude de 1’agressivité a été faite uniquement
pour A. gambiae s.l., A. funestus et A. nili. Les dynamiques d’agressivité de ces especes
anophéliennes a I’intérieur et a 1’extérieur sont représentées respectivement aux figures 20 et
21 Dans I’ensemble, les profils d’agressivité des trois espéces, a I’intérieur et a I’extérieur des

maisons ont été semblables.

A I’intérieur des maisons (figure 20), I’agressivité d’ 4. gambiae s.1. a été croissante avec

un pic entre 24h-02h ; pour diminuer légérement avant de croitre a nouveau entre 04h-06h.
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Chez A. nili, I’agressivité a ét¢ maximale entre 22h-24h et pour diminuer progressivement
jusqu’a 06h. Chez A. funestus le pic d’agressivité a été observé entre 24h-02h. Entre 04h-06h,
I’agressivité de A. gambiae s.1. et A. funestus n’est pas nulle et tend a augmenter ; ce qui suggere

que ces 2 especes pourraient continuer de piquer apres 06h a I’intérieur des maisons.

Intérieur

——/. funestus  =—®=A. gambiae s.l. A. nili

80
70
60
50
40
30

0

18h-20h  20h-22h  22h-24h  24h-02h  02h-04h  04h-06h

Nombre d'anophéles capturés

Tranches horaires

Figure 20 : Dynamique d’agressivité horaire des especes anophéliennes a I’intérieur des maisons.

A Dextérieur des maisons (figure 21), I’agressivité d’A. gambiae s.1. a été croissante
atteignant son pic entre 02h-04h ; puis cette activité a diminué jusqu’a 06h sans toutefois
s’annuler. Chez 4. nili, le pic d’agressivité a été enregistré entre 20h-22h pour décroitre entre
04h-06h. Chez A. funestus, I’agressivité a augmenté progressivement pour atteindre son pic
entre 24h-02h, puis a diminué entre 04h-06h sans s’annuler. Entre 04h-06h, 1’agressivité de A.

gambiae s.1. et A. funestus n’est pas nulle mais tend a s’annuler.
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Figure 21 : Dynamique d’agressivité horaire des especes anophéliennes a I’extérieur des maisons
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I11.1.2.2 Agressivité mensuelle

Chacune des trois espéces anophéliennes capturées a montré une dynamique spécifique
et différente des autres au cours des 6 enquétes entomologiques que nous avons effectuées dans
notre site d’étude. Anopheles gambiae s.1. a été capturé pendant les six mois de I’étude avec
une agressivité plus prononcée au mois de mai. Anopheles nili et A. funestus par contre se sont
montrés plus agressifs au mois de mars. Entre février, mars et avril, I’agressivité a été assurée
par A. gambiae s.1., A. funestus et A. nili, alors que de mai a juillet, elle a été principalement
assurée par 4. gambiae s.1. avec cependant une faible contribution d’A. funestus en mai et juin

(figure 22).
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Figure 22 : Dynamique d’agressivité mensuelle des espéces anophéliennes de février a juillet 2021.

II1.1.2.3 Taux d’agressivité par espéce et taux d’endophagie

Les taux d’agressivité et d’endophagie déterminés pour chaque espece sont présentés
dans le tableau IV. Dans I’ensemble, la faune anophélienne a été autant agressive a I’extérieur
(10,6 piqlres par homme et par nuit (p/h/n)) qu’a I’intérieur (10,4 p/h/n) des maisons. Les taux
d’agressivité enregistrés pour chacune des trois espéces anophéliennes capturées ont été par
contre statistiquement différents entre I’extérieur et a I’intérieur des maisons (X =305,508 ;
ddI=1 ; P <0,001). Les taux les plus €élevés ont été obtenus avec 4. gambiae s.1. soit 6,9 p/h/n
a I’extérieur et 6,6 p/h/n a ’intérieur des maisons. Pour A. nili et A. funestus, ces taux ont été
de 2 p/h/n et 1,7 p/h/n a I’intérieur mais de 2,3 p/h/n et 1,5 p/h/n a I’extérieur respectivement.
Ces données traduisent un comportement tant endophage qu’exophage pour ces trois especes

illustrées par des taux d’endophagie ; 53,6% (N=62) d’A. funestus ont été capturés a I’intérieur
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des maisons avec en moyenne 1,7 p/h/nuit. Contrairement aux deux autres especes, A. funestus
serait plutdt plus endophage qu’exophage a Pouth-K¢ll¢.
Tableau IV : Agressivité des especes anophéliennes exprimée en nombre de piqlre regue par

homme par nuit

Espéces Intérieur Extérieur Indice

d’anopheles N (%) captu- ma N (%) captuu ma d’endophagie p-value
reurs -reurs (%)

A. funestus 62 (53,9) 36 1,7 53 (46,1) 36 1,5 53,6 <0,001

A. gambiae s.1. 239 (49,2) 36 6,6 247 (50,8) 36 6,9 48,9 <0,001

A. nili 72 (46,8) 36 2 82 (53,2) 36 2,3 46,7 <0,001

Totaux 373 36 10,4 382 36 10,6 49,5 <0,001

ma : taux d’agressivité exprimé en nombre de piqiires par homme par nuit ; p-value : probabilité du test
de chi 2 issue de la comparaison entre le taux d’agressivité a ’intérieur et a I’extérieur des maisons au
sein de chaque espéce.

I11.1.3 Indicateurs entomologiques de la transmission du paludisme

I11.1.3.1 Infection a P. falciparum chez les especes d’anophéles femelles capturées

Larecherche de la protéine « CircumSporozoitique » réalisée sur 755 anophéles a révélé
que 54 anophe¢les étaient positifs, soit un taux d’infection de 7,2%. Parmi ces positifs, 33 ont
¢été collectés a I’intérieur et 21 a I’extérieur des maisons pour des taux d’infection de 8,9% et
5,5% respectivement. Les détails sur les échantillons analysés par espéce, le nombre de
moustiques positifs ainsi que le lieu de capture (intérieur et extérieur des maisons) sont donnés
au tableau V. Plasmodium falciparum a ét¢ identifié¢ chez les trois especes de moustiques ; la
prévalence la plus €levée a été enregistrée chez 4. gambiae s.1. (8,8%) suivie par A. funestus
(7,8%) et A. nili (1,3%). Dans I’ensemble, le taux d’infection de la faune endophage (8,9%) a
été supérieur au taux d’infection de la faune exophage (5,5%) (X*>=3,679 ; ddl=1 ; p=0,055).
Au sein de chaque espéce, le taux d’infection a été significativement plus élevé a I’intérieur
qu’a extérieur chez 4. gambiae s.1. (X>*=11,409 ; ddl=1 ; p=0,001) et comparables pour A.
funestus (X*=0,49 ; ddl=1 ; p=0,826) et A. nili (X*=0,4; ddI=1 ; p=0,841). L’identification
moléculaire des 43 membres du complexe 4. gambiae s.1. porteurs de la protéine CSP a été
privilégiée. Cette identification a révélé la présence de 42 A. gambiae s.s. et 01 A. coluzzii

positifs
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Tableau V : Indice sporozoitique des espéces anophéliennes

Especes Total Intérieur Extérieur

d’anophéles N Pt Is(%) N Pt Is(%) N Pt Is(%) p-value
A. funestus 115 9 7,8 62 5 8,1 53 4 7,5 0,826
A. gambiae s.l. 486 43 8,8 239 27 11,3 247 16 6,5 0,001
A. nili 154 2 1.3 72 1 1,4 82 1 1,2 0,841
Total 755 54 7,2 373 33 8,9 382 21 5,5 0,055

N : effectif total des anophéles analysés ; P* : effectif total des anophéles infectés par P. falciparum ;
Is : indice sporozoitique exprimé en pourcentage ; p-value : probabilité du test de chi 2 issue de la
comparaison entre 1’indice sporozoitique intérieur et extérieur des maisons au sein de chaque espece.

I11.1.3.2 Estimation du taux d’inoculation entomologique des espéces anophéliennes

Dans I’ensemble le taux d’inoculation entomologique a ¢été¢ inférieur a une piqire
infectante par homme et par nuit (pi/h/n) durant toute la période d’étude aussi bien a I’intérieur
qu’a I’extérieur des maisons, pour chacune des trois espéces concernées. Il a été de 0,76 pi/h/n
pour toute la faune anophélienne et la différence observée sur les valeurs obtenues a 1’intérieur
(0,93 pi/h/n) et a ’extérieur (0,64 pi/h/n) des maisons était significative (X>=7,014 ; ddl=1 ;
p=0,008) (tableau VI). Les taux d’inoculation entomologique enregistrés pour A. gambiae s.1.
ont été significativement plus élevés a I’intérieur (0,76 pi/h/n) qu’a I’extérieur (0,45 pi/h/n) des
maisons (X2 =10,782; ddl=1; p=0,001) mais comparables entre A. funestus (X*=0,215;
ddl=1; p=0,643) et A. nili (X*>=0,002; ddl=1 ; p=0,965). Que ce soit a I’intérieur ou a
I’extérieur des maisons, les taux les plus €levés ont été enregistrés avec 1’espece A. gambiae

s.l., suivie d’A4. funestus et enfin d’A. nili.

Tableau VI : Taux d’inoculation entomologique des especes anophéliennes

Espéces Totaux Intérieur Extérieur

d’anophéles ma Is(%) TIE Ma Is(%) TIE ma Is(%) TIE p-value
A. funestus 1,6 7,8 0,13 1,7 8,1 0,14 1,5 7,5 0,11 0,643
A. gambiaesl. 6,8 8,8 0,6 6,6 11,3 0,76 6,9 6,5 0,45 0,001
A. nili 2,1 1,3 0,03 2 1,4 0,03 2,3 1,2 0,03 0,965
Totaux 10,5 7,2 0,76 104 8,9 0,93 10,6 5,5 0,64 0,008

ma : taux d’agressivité exprimé en nombre de piqlres par homme par nuit ; Is : indice sporozoitique
exprimé en pourcentage ; TIE : taux d’inoculation entomologique exprimé en nombre de piqires
infestantes regues par homme par nuit ; p-value : probabilité du test de chi 2 issue de la comparaison
entre le taux d’inoculation entomologique a I’intérieur et a I’extérieur au sein de chaque espéce.
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I11.1.3.3 Variation mensuelle du TIE des espéces anophéliennes

Les valeurs du taux d’inoculation entomologique, enregistrées suivant les especes
anophéliennes et les mois de capture sont présentés a la figure 23. Pour A. gambiae s.1., les mois
de mai et juin ont été plus favorables pour I’inoculation du P. falciparum tandis que 4. funestus
a été plus infestant au mois de mars. La transmission de P. falciparum a été assurée
principalement par 4. funestus entre février et mars puis relayée par 4. gambiae s.l. entre avril
et juillet. La transmission du parasite assurée par A. nili n’a été notée que trés faiblement en
février et mars. La transmission de P. falciparum est donc restée pérenne durant toute la période
de collecte (février-Juillet) ; elle était assurée de facon permanente par 4. funestus et A. gambiae

s.l. mais périodiquement par A. nili.

A. funestus A. gambiae s.l. A. nili

1,8 1
1,6 1
1,4 A
1,2 1

0,8 1
0,6 -
0,4 -
0,2 1

0 T T i . i —

Février Mars Avril Mai Juin Juillet
Mois de collecte

TIE (pi/h/n)

TIE : Taux d’inoculation entomologique exprimé en nombre de piqure infectée par homme par nuit

Figure 23 : Variations mensuelles du taux d’inoculation entomologique des espéces anophéliennes a
Pouth-K¢llé.

I11.2 Discussion

La présente étude, qui s’est déroulée dans la localité de Pouth-K¢ll¢, avait pour objectif
d’étudier la bionomie des moustiques vecteurs de maladies.

Cette étude révele que la faune culicidienne était dominée a 73,6% par les especes de la
sous-famille des Anophelinae ; ce qui traduit, dans cette localité et pendant cette période, que
ce milieu est propice a leur développement. En effet, Pouth-K¢llé est un milieu rural,
relativement peu pollué par les déchets domestiques et industriels. Cette caractéristique du

milieu offre des conditions favorables a la mise en place des collections d’eau claires et
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ensoleillées, propices au développement des larves d’anopheles (Carnevale et al., 2009 ;
Kamdem et al., 2012). Alors que les culicinés, préférent se développer dans des collections
d’eaux plus au moins polluées (Rageau et al., 1952 ; Doby et al., 1959).

Cette faune culicidienne était constituée de quatre genres de moustiques, notamment
Aedes, Anopheles, Culex et Mansonia évoqués dans plusieurs études entomologiques réalisées
au Cameroun (Carnevale et al., 1992 ; Antonio et al., 2012).

Le faible effectif des spécimens du genre Culex enregistré est 1ié a une faible pollution
des gites larvaires retrouvés dans notre site d’étude. En réalité, les moustiques du genre Culex
se développent dans des eaux polluées (eaux d’égouts, des latrines...) ou dans des eaux riches
en matieres organiques en décomposition (Darriet et al., 2017). Cette caractéristique est propre
au milieu urbain ou on enregistre des densités importantes de Culex (Baldet, 1995).

Les spécimens du genre Aedes capturés au cours de cette étude pourraient provenir (1)
des récipients abandonnés a I’extérieur des maisons, qui servent a recueillir de 1’eau pendant
les saisons de pluies, et (2) des petites collections d’eau formées par des boites vides, des
sachets en plastique retrouvés dans le site d’étude. En effet, les formes larvaires de ce genre
colonisent aussi bien les gites naturels (trous d’arbres en forét, les pneus abandonnés...) que les
récipients remplis d’eau tels que les fiits, les boites de conserves (Rageau ef al., 1952).

Un seul spécimen du genre Mansonia a été échantillonné. Ce résultat témoigne de la
rareté des gites spécifiques permettant le développement et la prolifération de ces moustiques.
En effet, les formes larvaires de Mansonia spp. possedent un appareil buccal adapté pour
prélever de I'oxygéne de la végétation submergée pour la respiration (Signere et al., 1971 ;
Silver, 2008). Les marécages avec ou sans maticres organiques sont de ce fait favorables a ces
moustiques dont la quasi-absence dans notre échantillon serait étroitement associée a

I’inexistence de telles conditions écologiques dans notre site d’étude.

Les especes capturées au cours de cette étude, notamment A. funestus, A. gambiae s.s.,
A. coluzzii, A. paludis et A. nili, font partie de la soixantaine d’especes anophéliennes rapportées
au Cameroun (Hervy et al., 1998 ; Antonio ef al., 2006 ; Ekoko et al., 2019). La présence d’ 4.
gambiae s.l., d’A. paludis et d’A. nili dans notre échantillon est un indicateur d’une faune
anophélienne des zones forestieres. Ces trois especes ont €été¢ également rapportées dans les
travaux antérieurs effectués dans la localit¢ de Nyabessan, en zone forestiere de la Région du
Sud au Cameroun (Awono-Ambene et al., 2004 ; Mbakop et al., 2019). Anopheles gambiae s.1
et A. funestus sont connus comme cosmopolites (Cavalie & Mouchet, 1961 ; Manga et al.,

1992 ; Antonio et al., 2006 ; Ekoko et al., 2019), alors que A. paludis et A. nili montrent une
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répartition locale, avec une préférence pour la zone forestiere (Carnevale et al., 1992 ; Kyalo et
al., 2017). En effet, A. nili est un moustique forestier dont les gites larvaires sont des ruisseaux
ou des cours d’eau a courant rapide (Hamon et al., 1963) ; sa présence dans notre échantillon
serait attribuée au réseau hydrographique local dominé par la K¢éll¢ dont la vitesse d’écoulement
des eaux est aussi rapide.

Les proportions d’A. gambiae s.s. (97,7%) et d’A. coluzzii (2,3%) rapportées dans cette
¢tude sont en accord avec la littérature concernant la répartition géographique des membres du
complexe A. gambiae (Coetzee et al., 2000). En effet, A. gambiae s.s. est plus inféodé aux zones
rurales tandis que 4. coluzzii est plus en zones urbaines (Simard et al., 2009 ; Kamdem ef al.,
2012).

En terme d’agressivité horaire, celle d’A4. nili a été plus marquée dans la premicre moitié
de la nuit (18h-24h) tandis que celles d’A. funestus et A. gambiae s.1. ont été plus importantes
de 22h a 06h. Ces observations sont en accord avec les travaux antérieurs rapportés sur les 3
especes au Cameroun (Fondjo et al., 1992 ; Tanga et al., 2011 ; Akono et al.,2017) , au Burkina
Faso (Hamon, 1963) et au Ghana (Tchouassi ef al., 2012).

La présente étude, menée pendant six mois entre février et juillet, couvre trois mois de
sécheresse (février, mi-mars et juillet) et quatre mois de la petite saison de pluies (mars, avril,
mai, et juin) avec des précipitations modérées (Suchel, 1987). Pendant la période seche qui
s’étale entre février et mi-mars, la Kéllé prend I’allure d’un ruisseau dont les eaux concentrées
dans le lit mineure forment, par endroits, un courant rapide favorable au développement d’A.
nili (Hamon, 1963). Quand la K¢ll¢ gonfle, dés le début de la petite saison de pluies (mi-mars
et début avril), le débit augmente, ce qui entraine le lessivage des gites larvaires situés en
bordure de cette riviere et devient défavorables au développement de ce moustique, ce qui est
en accord avec les conclusions de Robert ef al (1984) sur la fluctuation de densité d’A4. nili.
Selon ces acteurs, la densité maximale d’A. nili serait observée pendant la saison seche, les
larves étant emportées par le courant en saison des pluies. Pour les especes du complexe A.
gambiae, la petite saison de pluies est propice a la formation des collections d’eau temporaires
favorables a leur développement (Akono et al., 2009). Anopheles gambiae s.l. et A. nili
constituent la faune résiduelle qui perdure méme en saison seéche et qui reconstituent leurs
populations quand les conditions deviennent favorables ; ceci justifie ainsi leur caractere
permanent au cours de notre étude. Le faible effectif d’A4. funestus relevé dans cette étude
évoque des conditions spécifiques requises pour son développement ; en effet, les gites larvaires
de cette espece se caractérisent par une végétation dressée (Hamon et al., 1963), qui n’est pas

un profil courant en zone foresticre.
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Nos résultats ont montré que 4. coluzzii, A. funestus, A. gambiae s.s. et A. nili sont les
vecteurs du paludisme dans la localité de Pouth-K¢éll¢. IIs font partie des vecteurs majeurs qui
assurent la transmission du paludisme au Cameroun (PNLP, 2018). Anopheles funestus, A.
gambiae s.l. et A. nili piquent et peuvent transmettre le paludisme a I’intérieur comme a
I’extérieur des maisons a Pouth-K¢llé. Les taux d’endophagie enregistrés, qui varie entre 45%
et 55% pour ces trois espéces, dénotent d’une absence de préférence réelle du lieu de piqire
vis-a-vis de leur hote. L’indice sporozoitique et le taux d’inoculation entomologique enregistrés
pour A. funestus et A. nili traduisent clairement cette situation. Dans notre site d’étude, A.
funestus, A. gambiae s.1. et A. nili apparaissent comme des especes endophages et exophages.
Ce caractere reconnu pour ces trois especes, a déja été observé dans plusieurs sites au Cameroun
(Tanga et al., 2011) et méme dans d’autres pays en Afrique (Sherrard et al., 2019). Ce
comportement serait, pour ces especes, une adaptation a la prise optimale du repas de sang chez
I’homme en plus également des heures de ‘couche to6t’ des habitants; il entraine
malheureusement une transmission permanente du paludisme dans les zones endémiques. En
effet, ces moustiques exophages constituent une fraction importante de la faune anophélienne
qui assure la transmission du paludisme a I’extérieur des maisons. Cette faune exophage est non
ciblée par les moustiquaires imprégnées d’insecticides a longue durée d’action (MILDA),
utilisées par les populations comme principal outil de lutte contre les vecteurs du paludisme au
Cameroun. Bien que nos données n’aient €té collectées que sur une période de 6 mois, les taux
d’agressivité, variant de 1,5 p/h/n a 6,9 p/h/n, et les taux d’inoculation entomologique, compris
entre 0,03 pi/h/n et 0,76 pi/h/n, enregistrés pour chacune des especes a I’intérieur et a I’extérieur
traduisent une exposition des populations au paludisme. Toutefois, ces taux sont nettement
inférieurs a ceux rapportés dans plusieurs autres études longitudinales menées au Cameroun
(Carnevale et al., 1992 ; Akono et al., 2015). La présence de A. coluzzii, A. funestus, A. gambiae
s.s. et A. nili et leurs roles dans la transmission du paludisme appellent a une sensibilisation des
populations de Pouth-K¢éll¢ a [’utilisation permanente et judicieuse des moustiquaires
imprégnées d’insecticide a longue durée d’action (MILDA), a la pratique collective des
méthodes de lutte physique contre ces vecteurs (drainage des eaux stagnantes, pose des grillages
a mailles fines sur les ouvertures des habitations en terre battue....) et I'utilisation des plantes
ou produits a effets répulsifs contre les moustiques dont ’efficacité et 1’innocuité ont été

prouvées pour une protection hors de la MILDA et des habitations.
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CONCLUSION, RECOMMANDATIONS

ET PERSPECTIVES




La présente ¢tude a ét¢ menée dans le cadre de la mise en ceuvre du projet « Slash and
Clear » qui est une approche de la lutte contre les vecteurs de 1’onchocercose (simulies) basée
sur la destruction physique des gites larvaires dans la riviere Kéll¢. Le volet de 1’étude que nous
avons menée a montré 1’existence de 4 genres de moustiques de grande importance médicale,
notamment les genres Aedes, Anopheles, Culex et Mansonia. L’agressivité de ces moustiques a
I’extérieur et a I’intérieur des habitations a varié en fonction des espéces et des tranches horaires
de la période de capture. La recherche de l'infection & P. falciparum a montré que la
transmission du paludisme est assurée par A. gambiae s.s., A. coluzzii, A. funestus, A. nili et de
facon alterne durant la période de notre étude. Pendant que A. nili et A. funestus assurent une
transmission périodique, 4. gambiae s.1. (4. coluzzii et A. gambiae s.s.) assure une transmission
continue avec des pics caractéristiques pour chaque espéce. Un habitant de Pouth-K¢l1¢ pourrait
recevoir en moyenne 0,7 piqlire infectante par nuit, donc 21 piqires infectantes par mois, et 126
piqires infectantes de février a juillet. Ces données montrent que le paludisme est endémique
dans ce village. La prévention contre cette parasitose repose sur ’utilisation adéquate des outils
recommandés par le programme national de lutte contre le paludisme, notamment les
moustiquaires imprégnées a longue durée d’action. Pour étre plus efficace, la lutte contre le
paludisme a Pouth-K¢ll¢é devrait intégrer la sensibilisation des populations a la mise en place
des activités de lutte anti-vectorielle au niveau communautaire. Les données de base sur la faune
culicidienne dans la localité de Pouth-K¢élI¢ ont été obtenues au cours de la présente étude. Elles
devraient étre prises en considération pour I'é¢tude des maladies transmises par les moustiques.
Ainsi, les programmes nationaux de contrdle du paludisme, de la filariose lymphatique et
d’arboviroses bénéficieraient de connaissances supplémentaires sur la diversité des populations
de vecteurs de cette localité et leur comportement pour mettre en ceuvre les mesures de lutte

anti-vectorielle intégrée sur le terrain.

A D’issue de cette étude et au vu des résultats acquis, nous recommandons :
-aux chercheurs

* de mener des études similaires dans d’autres zones rurales du Cameroun en vue
d’actualiser les connaissances sur 1’épidémiologie des maladies transmises par les moustiques

et mieux cibler la lutte anti-vectorielle ;

» d’organiser des séances de restitution des données de la recherche dans les sites d’étude

pour mieux sensibiliser les populations ;
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-aux Populations :

v d’utiliser de maniére efficiente les moustiquaires imprégnées pour la lutte contre le
paludisme ;

v de mettre en place des activités de lutte physique contre les vecteurs (drainage des
eaux stagnantes, nettoyage des alentours des habitations, pose des grillages sur les

ouvertures des habitations, ..... ;

v’ de tenir compte des horaires d'activité¢ des moustiques afin de ne pas s'y exposer.

Toutefois, des études complémentaires, notamment sur le comportement des moustiques
et leur sensibilité aux insecticides, sont nécessaires pour mieux orienter le choix des stratégies

de lutte contre le paludisme dans notre site d’étude.
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