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Introduction

Les maladies a transmission vectorielle représentent 17% des maladies infectieuses et
figurent parmi les plus importantes pathologies en santé humaine, tant par la morbidité que
par la mortalité qu'elles entrainent (Figure 1). Ces maladies sont principalement répandues
dans les régions tropicales ou elles sont a la fois les causes et les conséquences de sous-
développement, leur impact en santé publique constitue un frein a I'éducation des enfants et
au développement économique des pays.

Parmi les maladies a transmission vectorielle, les maladies parasitaires telles que le paludisme
et les trypanosomiases humaines africaines (THA) constituent pour les hommes des menaces

constantes de santé publique et souvent multiples dans de vastes zones géographiques.

fda &
8o

o

VBD Deaths/million
—]0-1

[ 11-20
[ ]20-50
[ 50 - 200

Estimates by WHO sub-ragion for 2002 (WHO Wosd Health Report. 2004)
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Figure 1. Mortalité attribuée aux maladies a transmission vectorielle (VBD).
D'apres WHO.

La transmission d’'un agent infectieux entre deux hoétes vertébrés par un arthropode
vecteur représente un mode de transmission complexe mais tres efficace. L’accomplissement
du cycle des pathogénes exige une évolution a travers un hote invertébre, I'arthropode, avant
gu’il ne soit inoculé par ce vecteur a un héte humain réceptif. L’homme, le parasite, le vecteur
sont les trois éléments d'un cycle interactif, ils interagissent au niveau de systémes
épidémiologiques et bio-écologiques complexes. Les caractéristiques de ces systemes sont
spécifiqgues au complexe vectoriel et influencent directement la dynamique de transmission de
la maladie. La figure 2 permet d'appréhender I'ensemble des phénomeénes qui participent au
fonctionnement d'un systéme épidémiologique théorique.
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Figure 2. Systeme épidémiologique de transmission vectorielle.
D’aprées (Rodhain F 1985).

Une particularité de la lutte contre ces maladies est qu’elle doit faire face a deux
partenaires: I'agent pathogene et son vecteur arthropode. Les stratégies visant a limiter la
transmission de ces maladies, associant des mesures de lutte anti-vectorielle (piégeage,
insecticide, protection individuelle) et de lutte contre les parasites par le dépistage et la mise
sous traitement des personnes infectées, se multiplient pour limiter la morbidité et la
mortalité. Cependant, I'émergence et la diffusion des résistances des parasites aux
médicaments et des vecteurs aux insecticides (Hemingivay 2002)alterent I'efficacité de
chacune de ces stratégies. Les recherches sur I'élaboration de vaccins restent une voie
privilégiée mais la grande diversité génétique des parasites constitue un frein. Actuellement

aucun vaccin n’est disponible dans le domaine de la THA et du paludisme.

La morbidité de ces parasitoses est directement liée a l'exposition des personnes aux
piqlres des insectes vecteurs. Actuellement, I'évaluation de I'exposition des populations
humaines aux piqlres de ces insectes vecteurs est basée sur des méthodes entomologiques

(captures par pieges, appat humain....). Mais ces méthodes de références présentent des
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limites de sensibilité et des biais. Il apparaitemtgde développer de nouveaux outils de lutte

et de prévention pour un meilleur contréle de ces maladies.

Les plasmodiums et les trypanosomes sont injectés par la salive des insectes vecteurs chez
'homme au cours d'un repas sanguin. Les protéines salivaires, par leurs propriétés

pharmacologiques et immunologiques, sont indispensables au bon déroulement du repas de
sang. L'étude de ces protéines salivaires permet de mieux comprendre les relations homme-
vecteur et pourrait aboutir au développement de nouvelles stratégies de lutte (vaccin, allergie,

marqueur d'exposition). Depuis une dizaine d'années est né le concept d'élaborer des
marqueurs d'exposition aux piqdres des insectes vecteurs, et donc au risque de transmission
des pathogenes, en exploitant les propriétés immunogéniques de ces protéines, i.e. la propriété
d’'induire chez 'homme une synthése d’anticorps spécifiques.

Les travaux présentés dans cette thése s'inscrivent directement dans le contexte du
développement de nouveaux outils épidémiologiques complémentaires permettant d'évaluer

I'exposition individuelle aux piqdres des glossines et des anopheles dans le cadre de la lutte

contre le paludisme et de la THA.

Nous présenterons d’abord la situation actuelle ek maladies en Afrique chez
’lhomme et les connaissances déja acquises (identité, fonctions et propriétés) dans le domaine
des protéines salivaires des arthropodes vecteurs. Nous présenterons ensuite notre travail de
these qui s’articule autour de 3 axes complémentaires : l'identification, la validation et les
applications potentielles de marqueurs salivaires permettant d'apprécier le niveau d'exposition
des populations humaines aux pigdres des glossines et des anophéles.

Concernant les glossines, I'objectif premier était d'évaluer si la réponse IgG spécifique
aux extraits salivaires totaux pouvait étre un marqueur séero-épidémiologique permettant de
discriminer une personne exposée ou non aux pigqdres des glossines. Ceci ayant été vérifié,
dans un deuxiéme objectif, nous avons comparé la composition salivaire, sialome et
immunosialome, de plusieurs especes de glossine et leur immunogeénicité chez des individus
exposeés ou non afin de détecter, par des méthodes dimmuno-empreintes, des candidats
salivaires potentiels pour I'élaboration d'un marqueur d'exposition aux glossines.

Concernant les vecteurs du paludisme, l'objectif premier était d'identifier une protéine
salivaire spécifique du genfmophels et de la valider en tant que marqueur d'exposition. Le
deuxieme objectif était de valider ce marqueur dans des contextes épidémiologiques illustrant

les applications possibles d'un tel marqueur.
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La trypanosomiase humaine africaine

& le paludisme
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La Trypanosomiase Humaine Africaine et le paludisme

1.1- Présentation des complexes pathogenes étudiés

1.1.1 - La trypanosomiase humaine africaine

La THA, une maladie ré-émergente et néqgligée

La Trypanosomiase Humaine Africaine (THA) communément appelée maladie du
sommeil est provoquée par des protozoaires du complexe Trypanosoma brucei
Deux sous-especes de Trypanosoma brpeevent infecter 'homme :
» T. brucei rhodesiensest I'agent responsable d'une anthropozoonose de caractere aigu
sévissant en Afrique de I'est.
* T. brucei gambiensest I'agent responsable de la forme chronique de la maladie du sommeil.
Il est spécifiqgue de 'homme et se retrouve uniquement en Afrique centrale et de I'ouest. Il est

responsable de 90% des infections recensées a travers le continent africain.

La THA se retrouve exclusivement dans les régions d’Afrique sub-saharienne ou se
répartissent les glossines ou mouches tsé-tse, les uniques vecteurs de ces trypanosomes. Elle a
une distribution spatiale focale, elle sévit au niveau de foyers trypaniques localisés. Elle est
rarement retrouvée de maniére endémique au niveau de grandes étendues géographiques. Les
foyers de la THA ne recouvrent pas I'ensemble de la zone sub-saharienne (Figure 3) ; leurs
limites dépendent de I'existence de conditions épidémiologiques (biotiques et abiotiques)

favorables au développement des glossines et a I'apparition ou au maintien de la maladie.

La THA est une maladie parasitaire vieille de plusieurs siecles, a I'origine d’épidémies
qui ont ravagé I'Afrique sub-saharienne par vagues successives pendant au moins 200 ans.
Une grave épidémie éclata dans les années 1920, et la maladie du sommeil se révéla un
obstacle majeur au développement économique et social de I'Afrique centrale et de I'est. Pour
enrayer cette épidémie, des programmes de lutte furent mis en place avec des équipes
meédicales mobiles qui menaient des campagnes intensives de dépistage systématique. Au
milieu des années 1960, la maladie avait pratiguement été éliminée du continent africain.
Mais le fléchissement des efforts de lutte avec l'interruption des prospections médicales,
aggravé par le déclin économique, linstabilité politique, la détérioration des systémes de
santé, les guerres endémiques dans les pays les plus exposés et les déplacements de

populations infectées, ont engendré une réactivation des foyers historiques.
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T. brucei
rhodesiense

B Areas of human
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T. brucei
gambiense

Source! WHO

Figure 3. Répartition des foyers trypaniques en Afrique.
D'aprés WHO.

Aujourd’hui, I'Afriqgue sub-saharienne est une foiscere ravagée par une épidémie
qui a commencé dans les années 1970. La maladie du sommeil est maintenant endémique au
sein de 260 foyers répartis dans 36 pays d’Afrique sub-saharienne, ou plus de 60 millions de
personnes sont exposées (WHO 2001). L'OMS estime a plus de 400.000 le nombre de
personnes infectées par des trypanosomes et moins de 10% d’entre elles recgoivent un
traitement adapté. Des prospections médicales par des équipes mobiles permettent de dépister
les malades mais seulement 3 & 4 millions de personnes restent sous surveillance. Néanmoins
les efforts de lutte déployés dans ce domaine sont encourageants, depuis 1997, on a observé
une diminution de 69% dans le nombre de nouveaux cas déclarés (Simarro et al. 2008).
La THA se pose comme un probleme majeur de santé publique en Afrique centrale
particulierement en République Démocratique du Congo (RDC), en Ouganda, au Soudan
(Moore et al. 2001) et en Angola (Stanghelliti al. 2001) qui rassemblent & eux seuls 90%
des nouveaux cas déclarés a travers le continent africain (Simarro et al. 2008). Pour ces pays
on parle d’hyper endémie. Dans certains villages des régions de Bandundu et de I'Equateur en
RDC, prés de 90 % des habitants sont touchés.
D’apres 'OMS, la THA est considérée comme une maladie «négligée». Cette maladie "du
bout de la piste" est le plus souvent rencontrée dans des zones rurales reculées ou les
établissements de santé ne possédent pas le personnel et le matériel nécessaires pour établir le
diagnostic. Ne touchant que les populations pauvres, cette maladie a traditionnellement
souffert du peu d'intérét commercial & mettre au point des médicaments et des vaccins

destinés a des marchés trop pauvres pour les acheter.
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Remarque : Une troisieme sous-espece de trypanosbniarucei bruceiest responsable

d’'une zoonose strictement animale appelée couramment le « Nagana ». C'est une cause
importante de maladie chez les bovins domestiques qui constituent 'une des principales

sources de subsistance en Afrique rurale. Elle entraine la mort de plus de 3 millions de tétes
de bétail chaque année, privant ainsi les familles de lait, de viande (source essentielle de
protéines) et de force de trait. En raison de I'épidémie actuelle, des villages et de vastes

étendues de terres fertiles ont été abandonnés. Certains insectes piqueurs (stomoxes,
tabanidés) peuvent assurer une transmission mécanique non négligeable de certains

trypanosomes animaux.

Symptomatologie de la THA

L’infection chez 'homme est initiee par la piqire d'une glossine infectée. Les
trypanosomes métacycliques sont déposés sous la peau et injectés dans la circulation sanguine
et lymphatique. Au niveau du site de piqdre, il y a apparition d’'un chancre d’inoculation qui
passe souvent inapercu sur la peau de couleur sombre.

L’évolution clinique de la THA permet de distinguer deux phases: la phase lymphatico-
sanguine et la phase méningo-encéphalique. Pendant la premiere phase, généralement
asymptomatique, les trypanosomes se multiplient dans le sang et dans le systéme lymphatique
de I'héte humain. Les anticorps (Ac) circulants vont alors lyser cette premiere population de
trypanosomes. Une mutation survient chez quelques parasites qui modifient la structure de
leur antigéne de surface leur permettant d’échapper a l'action des Ac. La multiplication des
mutants (ou variants antigéniques) va donner une deuxieme population parasitaire qui a son
tour subira la lyse. Cette phase peut durer des années dans le cas de la trypano3oimmiase a
gambiensdChimelli et al. 1997). Les symptdmes spécifiques a ce stade sont peu nombreux,
fievre irréguliere, céphalées, signes cutanés et ganglions palpables (Jannin et al. 1993). Il en
résulte que les personnes infectées, et donc en mesure de transmettre l'infection, ne sont
généralement ni repérées ni traitées, assurant ainsi le role de réservoir parasitaire.

La seconde phase débute lorsque I'espacement des poussées parasitémiques s’accompagne
d’'une diminution du nombre de parasites dans le sang et d’'un envahissement du compartiment
extra-vasculaire. Les parasites sont alors présents dans tous les organes mais le cceur et le
systeme nerveux central sont les plus atteints. La trypanosomi@sé.arhodesiensest
beaucoup plus virulente et peut évoluer vers la seconde phase en l'espace de quelques
semaines ou de quelques mois. Pour les deux formes, la seconde phase est caractérisée par

une altération de I'état mental, par I'apparition de troubles sensoriels, de troubles de la parole
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et de difficultés motrices, ainsi que par des pébsdtions du cycle du sommeil. En I'absence
de traitement, la maladie entraine invariablement la cachexie, la somnolence, le coma puis la

mort.

Les animaux domestiques comme le porc et le chien pourraient servir de réservoirs de
T. brucei gambienspour 'homme. Pour les animaux sauvages, le Guib harnaché pourrait
héberger des trypanosomes, cette antilope a tendance a vivre a proximité de I'homme
(synanthropisme) (Mehlitet al. 1982). Mais le réservoir animal semble avoir un impact

mineur sur la transmission vers '’homme.
Dans le reste du manuscrit et ceci en relation avec les travaux dans le cadre de cette thése,

nous considérerons uniquement les données relatives a la trypanosomiase humaine africaine

de symptomatologie chronique provoquée par T. b. gambiense

1.1.2 - Le paludisme

Le paludisme, un fléau pour I’Afrique

Le paludisme demeure la maladie a transmission vectorielle la plus répandue a travers
le monde et la plus meurtriere. Cette parasitose est essentiellement présente dans les pays
tropicaux d’Amérique Latine, d’Asie mais majoritairement d’Afrique (Figure 4) ou les
conditions climatiques sont particulierement favorables au développement des moustiques
Anopheles les uniques vecteurs d&asmodium Il existe environ deux cents especes de
Plasmodiumqui peuvent infecter les reptiles, les oiseaux et les mammiféeres. Parmi les cing
especes delasmodiumqui infectent ’hommePlasmodium falciparunest I'espéece la plus
fréquente et la plus dangereuse qui induit les formes les plus graves avec la survenue d’acces
cérébraux séveres responsables des déces palustres. Cette espéece est présente majoritairement
en Afrique sub-saharienne chez 80 a 95% des personnes infectées. Sur prés de 600 millions
d’habitants en Afrique tropicale, 350 a 400 millions seraient des porteurs symptomatiques ou
asymptomatiques de parasites (WHO 1996). L'épidémiologie des infections plasmodiales et
la gravité de la maladie dépendent du niveau d’exposition a la transmission et du statut

immunitaire des personnes infectées.
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Malaria risk areas, 2006
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Source: WHO, 2006

Figure 4. Répartition mondiale des zones impaludées.
D'apres WHO.

La disparition du paludisme des régions tempérées au début i s{écle a ramené
son aire de distribution a la ceinture tropicale et subtropicale entre le 30° de latitude nord et le
30° de latitude sud. Depuis quelques années, une extension du paludisme est observée dans de
nouvelles régions (Afrigue du Sud (le Sueairal. 1996)) ainsi que sa réapparition dans
certaines zones ou il avait été éradiqué (Kenya (Shetnéls 1999)). Les causes majeures de
résurgence sont le développement de la résistance du parasite aux médicaments (Greenwood
et al. 2002) et celle du moustique aux insecticides (Hemingvay. 2002), la détérioration
des programmes de contréle (Guerin et al. 2002) et l'augmentation des migrations de

populations (Martenst al. 2000).

De nos jours, le paludisme est endémique dans 109 pays et pres de 3.3 milliards de
personnes (soit 50% de la population mondiale) sont exposées a cette maladie. Chaque année
35 millions de cas sont déclarés officiellement mais les estimations révelent 200 a 300
millions de cas cliniques par an (WHO 2008). Le paludisrie falciparum est responsable
de 1 million de déces par an, en particulier chez les enfants de moins de 5 ans et les femmes
enceintes. Pres de 90 % des cas de décés touchent les pays de I'Afrique sub-saharienne ou le
complexe Anopheles gambiaest le principal vecteur et ou la maladie fait sérieusement
obstacle au développement économique et social. L'épidémiologie du paludisme est
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caractérisée par une forte hétérogénéité spatiaeeftet, les dynamiques de transmission

peuvent varier entre deux villages proches géographiquement (Rbgled999).

Des facteurs ayant trait aux 3 protagonistes peuvent influencer la transmission : a) les
caractéristiques géneétiques et biologiques des parasites, b) la sensibilit¢ génétique,
immunologique et comportementale de I’'homme, c) la distribution et la capacité vectorielle
des vecteurs ainsi que les conditions locales (environnement, contexte socio-économique et
meéthodes de lutte) (Molineaux 1988). La figure 5 représente les interactions entre les trois

protagonistes homm&hopheleSlasmodiumet le milieu dans lequel le complexe pathogéne
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Figure 5. Déterminants du complexe pathogéne du paludisme et interactions.
D'aprés (Mouchett al.2004).

Les différentes zones impaludées peuvent étre classifiees suivant le statut
épidémiologique de la transmission tel que sa périodicité (stable ou instable) et son intensité
(évalué par la prévalence parasitaire). Les zones de paludisme stable sont classiquement
caractérisées par une transmission généralement élevéee et une saison de transmission longue
voir pérenne. Le vecteur est tres anthropophile et a une durée de vie longue. Au niveau des
zones de paludisme instable, la transmission est généralement saisonniére et varie d'une année
a l'autre. Des poussées épidémiques peuvent se produire.

On évalue également lintensité de transmission a partir du nombre de pigQres infectantes
recues par I'homme dans un intervalle de temps défini. Ceci est exprimé par I'EIR

(Entomologic Inoculation Rate). Il n’existe pas de classification des zones endémiques a partir
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de I'EIR mais une relation étroite entre l'intendii la transmission et le taux d’endémicité a

été constatée (Killeen et al. 2000):

Hypo-endémicité : EIR < 10 piqdres infectantes/homme/an
Méso-endémicité : 10 EIR < 50 piqares infectantes/homme/an
Hyper-endémicité : 50 £IR < 100 pigdres infectantes/homme/an
Holo-endémicité : EIR 200 piqdres infectantes/homme/an
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Figure 6. Distribution de I'endémicité palustre.
m hyperendémie, Prévalence (P)> 50%mnésoendémie, 11<P<50®5hypoendémie, P< 10%,
représente 6% de la population a risqueone en dehors des limites de transmission.
D’apres (Snowvet al.2005).

Dans la région afro-tropicale, le paludisme stable, holo- et hyper-endémique touche au moins
60% de la population d’Afrique de l'ouest, centrale et orientale (Figure 6); la morbidité
clinique survient majoritairement chez les enfants et la mortalité plus particulierement chez
ceux de 6 mois a 4 ans. En altitude et dans les zones arides, les indices diminuent et
deviennent méso-endémique ou hypo-endémique ; des situations épidémiques peuvent

apparaitre et toutes les classes d’age sont alors touchées.

Symptomatologie du paludisme a P. falciparum

Tous les hommes sont sensiblesPa falciparum mais la symptomatologie du
paludisme dépend de la virulence de la souch@ldsmodiumet du niveau d'immunité
acquis par I'individu infecté. Par ailleurs, des facteurs génétiques pourraient conditionner la
sensibilité des individus a I'infection plasmodiale (Kwiatkowski 1999). Le risque de cas grave

pour ’homme ne semble pas proportionnel au degré de transmission. En effet une faible

-24 -



La Trypanosomiase Humaine Africaine et le paludisme

mortalité palustre est observée dans des regioma wansmission est intense et permanente

alors que des cas graves ont souvent été relevés dans des zones de paludisme instable et
notamment lors dépidémies. Ce phénoméne semble lié a l'acquisition différente de
limmunité anti-palustre en fonction du degré de transmission des foyers.

La sensibilité du sujet au paludisme diminue avec I'dge. En zone d’endémie stable, apres 5
ans, les acces graves sont rares et a partir de 10-15 ans les acces simples deviennent de plus en
plus bénins. La aussi, I'immunité spécifique semble jouer un réle primordial comme le
soulignait déja Ross en 1911Le sang de ceux qui survivent produit graduellement quelque

chose qui a le pouvoir de réduire et peut-étre d’arréter I'invasion parasitaire

Développement de I'immunité de prémunition

Une des conséquences des relations «homme/parasite/vecteur» est I'acquisition, par
les populations humaines exposées, d’'une immunité anti-palustre progressive, éphémere et
incompléte, dite «de prémunition» (Sergent 1950). C'est un état d'immunité relative
traduisant un équilibre héte-parasite apres plusieurs années d’exposition si la transmission est
constante et relativement élevée. Cette immunité protége d'abord contre la mortalité et les
formes graves palustres, puis contre les acces palustres simples en diminuant leur incidence
plutdét que leur gravité et enfin en réduisant la durée et le niveau des infections par les stades
sanguins. Cet équilibre est labile et disparait en 12 a 24 mois chez le sujet immun qui quitte la
zone d’endémie ou chez la femme enceinte®dfie2 3™ trimestre de la grossesse (Deloron
et al. 1992). L'immunité de prémunition demande plusieurs années pour s’installer et est
entretenue par des stimulations antigéniques dues a des infections palustres et a I'exposition
aux piqgares anophéliennes répétées (Struik et al. 2004). Le développement de cette immunité
de prémunition est dépendant du contexte épidémiologique, de la saisonnalité et de l'intensité
de transmission au niveau de la zone géographique. Elle apparait d’autant plus rapidement
gue la transmission est importante et permanente. Mais le développement de la prémunition
n‘empéche pas le portage de parasites faisant des sujets semi-immuns d’excellents
"réservoirs” de parasites. Dans certaines régions séches, de paludisme instable, la
transmission fluctue considérablement d’'une saison et d’'une année a l'autre, cela retardant
l'acquisition de l'immunité. Cette situation est rencontrée dans la plus grande partie de

I'Afriqgue sub-saharienne.
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Acces de primo invasion

Les accés palustres primaires correspondent aux premiers cycles de développement
endo-érythrocytaire du parasite. Chez les sujets non immuns, le délai aprés une piqglre
infectante est variable : classiquement de 11 jours, il peut osciller entre 9 et 30 jours. La
symptomatologie reste le plus souvent atypique. Les acces de fievre a 39-40°C interviennent
de maniére intermittente, tous les deux jours, ou peuvent étre continus. On observe également
des frissons, des sueurs, des céphalées, des myalgies, un malaise général, de I'anorexie et des
troubles digestifs. L’évolution méne a une phase d'état donnant lieu a une symptomatologie
dont la périodicité est évocatrice ; il s'agit d’'un acces fébrile, précédé de symptdomes évoquant
un épisode grippal, qui se caractérise par la succession de trois stades frissons - chaleur -
sueurs. On observe parfois une hépatomégalie et une splénomégalie.

Les accés de primo invasion sont rarement observés chez les nourrissons de moins de 5 mois
(Bruce-Chwatt 1952) qui présentent des parasitémies sans signe cliniqueefkatua996).
Un acces da &. falciparumpeut a tout moment se transformer en accés grave surtout chez

les enfants et les personnes non immunes.

Acces sévere

Une parasitémie élevée semble étre une composante nécessaire a la sévérité de I'acces.
Des mécanismes distincts caractérisent deux formes de complications pathologiques
'anémie sévere et l'acces cerébral, appelé aussi accés pernicieux ou neuropaludisme. I
représente probablement la premiere cause d’encéphalopathie non traumatique au monde
(Newton et al. 2000) et est I'expression la plus fréquente du paludisme grave en zone

d’endémie.

* Anémie sévere
Dans les régions hyper endémiques, ou le nombre de piqdres infectantes par homme et par an
dépasse la centaine, 'anémie sévére est beaucoup plus fréquente que I'accés cérébral. Bien
gu’une parasitémie élevée soit nécessaire, la densité parasitaire ne peut pas présager du risque

de déces par anémie (Kiteaal. 1997).

* Accés pernicieux ou neuropaludisme
L’'apparition de symptémes de type neurologique chez un malade suspecté de paludisme doit
faire évoquer d’emblée un neuropaludisme et constitue une urgence vitale. Les formes graves

surviennent essentiellement chez des sujets non immuns et/ou pour 90% des cas chez des
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enfants trés jeunes. La mortalité du neuropaludissh€levée, de 10 a 30%, avec des risques

de séquelles neurologiques (épilepsie, cécité corticale,...) chez 5 a 20% des enfants (Murphy
et al. 2001). Le paludisme asymptomatique serait également responsable d’'une baisse des
facultés cognitives des enfants scolarisés (Al Sesdai. 2000).

Le neuropaludisme se caractérise par une perte progressive de conscience aboutissant a un
coma. Sans traitement, I'évolution peut étre mortelle en 72 heures. Une prise en charge
immédiate et adaptée (perfusion de quinine) permet un rapide rétablissement. Le coma se
manifeste par des troubles de la conscience, des convulsions, des troubles du tonus (hypotonie
évoluant vers une rigidité de décérébration) et une abolition des réflexes ostéo-tendineux. Des
manifestations viscérales et systémiques peuvent étre associées. On observe essentiellement
une hypoglycémie (facteur aggravant renforcé par [lutilisation de la quinine
hyperinsulinémiante), une anémie, un oedéme pulmonaire, une hépatomégalie, une
splénomégalie et une insuffisance rénale fonctionnelle ou organique.

La caractéristique principale de l'accés cérébral est I'obstruction des capillaires et des
veinules par les hématies parasitées. La séquestration des hématies parasitées décrite dans la
théorie mécanique est connue depuis 1894, soit 18 ans aprés la découverte de l'agent
pathogene du paludisme par Laveran. Elle est essentiellement intracérébrale, mais peut
s’observer dans la plupart des organes (WHO 1990). La masse parasitaire séquestrée est
surtout riche en formes matures (trophozoites agés et schizontes) alors que la parasitémie
correspond aux formes jeunes du sang périphérique (Newton et al. 2000). Au niveau des
micro-vaisseaux ceérébraux, cette séquestration est considérée comme un des principaux
mécanismes a l'origine du neuropaludisme (Whiteal. 1992), la cytoadhérence a l'origine

de la séquestration parasitaire, conduit a différents phénomeénes: blocage des micro-vaisseaux,
hypoxie, sécrétion de cytokines pro inflammatoires, aboutissant a la destruction de la barriere
endothéliale cérébrale. Cette séquestration met en jeu trois mécanismes : I'auto-agglutination,
la formation de rosettes et la cytoadhérence. La formation de rosette semble plus importante
guand les symptébmes sont plus séveres. Plusieurs études ont mis en évidence une corrélation
entre la gravité neurologique et la formation de rosefttestro (Treutigeret al. 1992). La
cytoadhérence est le principal mécanisme de la séquestration, elle correspond a une
cytoadhésion entre les hématies parasitées et les cellules endothéliales et permettrait au
Plasmodiumde se développer plus facilement grace a un environnement gazeux favorable et
d’échapper a la clairance splénique (Looareesuwan et al. 1987). Seules certaines souches de

Plasmodiunsemblent étre capables de cytoadhérer (Ringwald et al. 1993).
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Les "knobs", des protubérances résultant de motidits de la membrane de I'érythrocyte
induites par le parasite, ont été impliguées dans le phénoméne de séquestration parasitaire.
Cette cytoadhésion se fait par lintermédiaire de récepteurs membranaires parasitaires
spécifiqgues (PfEMPL1, protéine parasitaire a la surface du globule rouge) et des récepteurs de
I'héte (CD36, ICAML...) exprimés au niveau de I'endothélium (Sherman et al. 2003). Par
ailleurs, I'adhérence des hématies parasitées semble étre a 'origine de la mort par apoptose
des cellules endothéliales (Pino et al. 2003).

1.2 - Les protagonistes

1.2.1 - Les pathogenes

Les pathogénes a transmission vectorielle d’'importance médicale

De nombreux micro-organismes ont sélectionné au cours de leur évolution un mode de
dissémination utilisant un arthropode vecteur. Ce mode de transmission est I'un des plus
complexes et des plus efficaces.

Il est estimé a environ 110 le nombre d’arbovirus (de l'anglais "arthropod-borne
virus") pathogenes pour 'homme. Ces virus sont morphologiquement hétérogénes et
appartiennent a plusieurs familles distincte&laviviridae, Togaviridae Rhabdoviridae
Reoviridaeet Bunyaviridae Les plus importants en santé publique humaine sont présents
généralement en milieux tropicaux et sont principalement transmis par les moustiques (fievre
jaune, dengue, fievre de la Vallée du Rift...) et les tiques (fievre a tiques et encéphalites).

Parmi les bactéries transmises par un vecteur, un premier ensemble est constitué par
les Rickettsia qui sont généralement transmises par les poux (typhus exanthématique), les
puces et les tiques. Un second ensemble de bactéries comprend les spirochétes du genre
Borrelia dont la plus répandue e&. bugdorferi responsable de la maladie de Lyme,
transmise par les tiques. L’agent de la peste, Yersinia pestimnsmis par les puces.

Des protozoaires sont également transmis par des insectes hématophages. Les plus
répandus sont leBlasmodiumsdont 4 espéces sont responsables du paludisme humain. lls
sont transmis uniquement par les anophéles femelles. Parmi les autres protozoaires les
Babesiasont transmis par les tiques, les leishmanies par les phlébotomes. Il existe une
vingtaine d'especes de trypanosomes infectant divers vertébrés mais seules 2 espéeces

distinctes de trypanosomes sont susceptibles d’infecter 'lhomimgpanosoma brucei spp.
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qui est transmis par la salive de glossines infegf€g/panosomiases Africaines) et ceux dont
la transmission est assurée en Amérique tropicale, par les déjections des réduves ou triatomes
(T. cruzi agent de la maladie de Chagas).

Enfin, les filaires sont les seuls helminthes pa&easi étre propagés par un arthropode
vecteur. Les filarioses lymphatiques de 'lhomme sont disséminées par des moustiques de la
famille desCulicidae (Aedes spp.Culex spp. eAnopheles spp.), les onchocerques par les
simulies et les Loa d’Afrique par des tabanidés.

Trypanosoma brucei gambiense

Les trypanosomes sont des protozoaires flagellés sanguicoles exoérythrocytaires de
l'ordre desKinetoplastidaecaractérisés par la présence a l'intérieur de leur mitochondrie

unique d'un kinétoplaste, structure composée essentiellement d'ADN (Figure 7).

Figure 7. Trypanosomes dans le sang (stade trypomastigote).

Cycle évolutif
Les trypanosomes présentent un cycle biologique complexe qui inclut différentes

formes morphologiques. Le cycle parasitaire du trypanosome africain est représenté
exclusivement par des étapes extracellulaires (Figure 8).

Les trypanosomes ingérés par l'insecte vecteur au cours d'un repas sanguin sur un héte
infecté se transforment dans l'intestin moyen de la glossine en trypomastigotes procycliques
(forme non infectante) et se multiplient par scissipaligéquittent I'intestin, se transforment
en épimastigotes puis migrent vers les glandes salivaires ou ils se transforment en
trypomastigotes métacycliques entourés d’un manteau protéique antigénique correspondant a
la forme infectante pour ’lhomme. Les trypanosomes sont alors susceptibles d'étre inoculés a
un mammifére au niveau du tissu cutané par la piqdre du vecteur. Le temps de maturation

chez la glossine est de 21 jours. Plusieurs centaines de trypanosomes peuvent étre transmis en
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une seule piqdre mais un seul suffit pour induire infection chez 'homme. Un chancre

d’'inoculation se forme au niveau de la peau. Les parasites entrent alors dans le systeme
lymphatique et passent dans la circulation sanguine ou ils se transforment en trypomastigotes
circulants dans le sang leur permettant de diffuser vers d'autres emplacements dans tout
I'organisme (cceur, systeme nerveux central). lls peuvent atteindre d'autres fluides biologiques
et continuent de se répliquer par scissiparité. Le passage par les parasites de la barriere

hémato-méningée sera responsable de la deuxieme phase clinique de la maladie.

GLOSSINE : glandes
salivaires

AR premétacychiques

| GLOSSINE : intestin moyen |

Figure 8. Cycle de développement et biologie des trypanosomes pathogenes.
D’apres (Vickerman 1985).
Une mouche tsé-tsé va alors s'infecter par des trypomastigotes circulants en prenant un repas
de sang sur un mammiféere infecté. Seule une glossine ténérale peut s'infecter. En effet, chez la
jeune glossine, la membrane péritrophique ne peut pas recevoir toute la quantité de sang et
donc une partie du repas sanguin et donc de trypanosomes reste au niveau du jabot. La ils
subissent une transformation qui les protégera du milieu intestinal qui leur est hostile. En effet
au niveau de lintestin se trouve des lectines qui sont responsables de la mort des

trypanosomes procycliques.
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Plasmodium falciparum

Les agents étiologiques du paludisme sont des parasites protozoaires de
I'embranchement de&picomplexa (protozoaires a appareil apical complexe), de I'ordre des
Haemosporidia, et appartiennent au gelRl@asmodium Les plasmodiums sont des parasites

intracellulaires obligatoires (Figure 9).

Figure 9. Hématies parasitées par P. falciparum

Cycle évolutif
Le cycle parasitaire chez I'anophéle commence gquand un moustiqgue femelle prend son

repas sanguin sur un individu porteur de gameétocytes (FigureAllds que les formes
sanguines asexuées sont détruites par les enzymes digestives du moustique, les gamétocytes
males et femelles s’échappent rapidement de leur enveloppe érythrocytaire en se transformant
en micro-gametes (aprés exflagellation pour les males) ou macro-gameétes (pour les femelles)
dans l'intestin moyen du moustique. La fécondation va aboutir a la formation d’'un zygote
dans la demi-heure suivant la pigdre. Le zygote se transforme en ookinete allongé et mobile
qui va migrer au travers de plusieurs cellules épithéliales du mésentere s’enkyster dans la
paroi stomacale donnant un oocyste. La sporogonie qui succede permet la formation de
sporozoites haploides. Au bout d’environ 10 jours, ces sporozoites passeront dans
’hémolymphe, certains vont étre détruits par des mécanismes immunitaires du moustique
tandis que d’autres vont migrer passivement jusqu’aux glandes salivairésdphélesou

ils se fixent. Ils s’agrégent dans les cavités situées dans la partie distale du systeme salivaire.
Certains vont se détacher et migrer au niveau de la partie distale des canaux salivaires ou ils
seront transportés passivement vers la salive (Frischkeeaht2004) préts a étre transmis au

prochain héte, lors du prochain repas sanguin. Entrez 20 et 100 sporozoites seront inoculés a
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un héte a I'occasion d’'une nouvelle piqdre (Ricknetral. 1990). Le temps de maturation
chez l'anophele est directement dépendant de la température extérieure moyenne ; il
s’effectue entre 6 et 20 jours (respectivement a 30 et a 20°C) avec une température minimale

de 18°C nécessaire a la maturation.

Schizonte

Cycle séxué / 0 ‘\
d ‘? Trophozoite
ﬁ - .‘3';{' Cycle @
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Circulation sanguine

. i Meérozoite
(stade sanguin) &
—— e o Q{-ﬁ r;ﬂﬁﬁ";:
Rupture de I'cocyste Glande salivaire Sporozoite Schizonte primaire (stade hépatique)
Cycle chez I'Anophele Cycle chez 'homme

Figure 10. Cycle biologique du Plasmodium
D'aprésvww.pasteur.mg/Atelier-Palu

Une fois injectés a 'Homme, les sporozoites atteignent rapidement le foie ou ils pénétrent
dans les hépatocytes. Certains sporozoites vont cependant pénétrer dans des vaisseaux
lymphatiques ou ils seront dégradés par le systeme immunitaire (Aehialo 2006). Dans
'hépatocyte, le sporozoite entreprend un processus complexe de multiplication et de
développement. Rapidement, le sporozoite se transformera en trophozoite, entouré d’'une
membrane plasmique au sein d’'une vacuole parasitophore qui va aboutir a la formation de
mérozoite. La cellule hépatique distendue, gonflée va éclater, déchargeant ainsi plusieurs
milliers de mérozoites dans la circulation sanguine (deuxiéme forme libre du parasite). Ces
meérozoites ne peuvent cependant pas envahir de nouveaux hépatocytes. La durée de la
schizogonie exo-érythrocytaire est caractéristique d’espéce, avec une durée minimale de
maturation de 5,5 jours ch®z falciparum Le cycle érythrocytaire se déroule a I'intérieur du
globule rouge et comporte deux phases : une phase de multiplication asexuée, la schizogonie
erythrocytaire suivie d’'une phase de différenciation sexuée, la gamétocytogénese. Le

meérozoite possede des organelles d’invasion caractéristiqueApassnplexa(complexe
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apical, pellicule et «revétement membranaire») Jujypermettent de reconnaitre et d’envahir
I'érythrocyte. Le mérozoite pénetre dans I'érythrocyte, il perd ses organelles et se différentie
en une forme trophozoite, arrondie, localisée dans la vacuole parasitophore a l'intérieur du
cytoplasme érythrocytaire. Le jeune trophozoite se transforme en schizonte, il va occuper tout
le cytoplasme de I'érythrocyte. La durée totale de cette phase de développement intra-
érythrocytaire est de 48 heures péurfalciparum Un schizonte mar possede un nombre
variable de mérozoites (16 a 32), qui est caractéristique de l'efpefciparum Les
nouveaux merozoites érythrocytaires ainsi formés sont libérés dans le systeme circulatoire
sanguin a la fin de la schizogonie par I'éclatement du schizonte. Certains vont étre détruits par
le systeme immunitaire tandis que les autres vont de nouveau infecter des hématies afin de
recommencer un cycle schizogonique. La gamétocytogénése correspond a la phase pendant
laquelle les parasites libres dans la circulation sanguine peuvent se différencier en
gameétocytes femelles et males. Le moustique préléevera ces formes circulantes infectantes au
cours d’'un repas sanguin. La répétition du cycle érythrocytaire entraine une augmentation
progressive de la parasitémie qui peut atteindre et dépasser le seuil pyrogéne et entrainer
'apparition de manifestations cliniques de l'accés palustre. La distribution des stades
erythrocytaires dans le sang n’'est pas toujours homogene (\Whiat 1992) et, dans
certaines circonstances, certains stades parasitaires disparaissent du sang périphérique parce
gu’ils sont retenus (ou «séquestrés») dans les capillaires profonds de différents tissus ou
organes profonds (cerveau, cceur, rate, intestin, moelle osseuse et placenta).

Une caractéristique marquante du cycle érythrocytaire est le fait que les parasites ont tendance
a se développer de facon synchrone, les parasites examinés sur un frottis sanguin sont
fregquemment tous au méme stade de développement et les symptbmes cliniques (en
particulier la fievre) ont tendance a survenir a intervalles réguliers. Cette synchronicité du

cycle biologique délasmodiunserait en partie déterminée par le rythme circadien de I'hote.

1.2.2 - Les vecteurs

Les arthropodes hématophages vecteurs de pathogenes

Le vecteur est par définition un arthropode hématophage qui, a I'occasion de relations
ecologiques, acquiert un agent pathogene et assure, par son comportement, la transmission
biologique active (ou mécanique) de I'agent pathogéne d’'un héte vertébré a un autre (Rodhain

F 1985). Parmi les 14600 espéces d'arthropodes hématophages effectuant plus ou moins
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régulierement des repas de sang sur des vertébaEsnpris 'hnomme, seulement 2 a 3 %
seraient des vecteurs de maladies de I'espece humaine ou d’animaux domestiques (Ribeiro
1995). La grande majorité des vecteurs hématophages de pathogenes d’'importance médicale
pour ’lhomme appartiennent a I'ordre des diptéres. Les tiques (ordre des acariens) occupent
également une place importante dans la transmission de certains pathogenes.

Les vecteurs interviennent de maniére indispensable dans le cycle des pathogénes. La
distribution des maladies a transmission vectorielle est ainsi restreinte a la distribution spatiale

des vecteurs et des hoétes (Kitron 1998).

Mais n’'importe quel parasite n’est pas transmissible par n'importe quel vecteur
hématophage. En effet, la compétence vectorielle représente la sommation de plusieurs
phénomenes successifs : aptitudes de linsecte a s’infecter, a assurer le développement du
pathogene et a le transmettre. Ces aptitudes sont conditionnées par des facteurs intrinseques
(propres a l'espéce) et extrinseques (dépendants de [I'environnement) tels que le
comportement (préférence trophique, endo-/exo-phagie...), la susceptibilité ou la résistance
au développement du parasite, ou a son environnement (présence de biotopes favorables au
développement de ses populations, influence climatique...).

Pour étre efficace, le vecteur doit étre compétent, il doit avoir dans I'environnement une bio-
écologie favorable a la transmission c'est-a-dire étre abondant, avoir une grande longévité,
entretenir des contacts étroit avec les vertébrés réservoirs et réceptifs, tous ces facteurs
augmentant sa capacité vectorielle. La capacité vectorielle exprime a la fois le degré de
coadaptation (ou compatibilité) entre parasite et vecteur et le fonctionnement du systeme ainsi
formé dans un environnement donné (Rodhain F 1985).

Le mécanisme de transmission vectorielle comporte 3 phases :

1- L'infection du vecteur a toujours lieu au cours d’'un repas sanguin sur un hote
vertébré infecté (hors transmission verticale), le vecteur est donc obligatoirement un insecte
hématophage.

2- Les pathogénes se retrouvent alors au niveau du tube digestif et vont infecter
certaines cellules (stomacales, macrophages...) avant de se disperser, généralement via
’hémolymphe pour migrer dans différents tissus suivant un tropisme spécifique. Le
développement du parasite dans I'organisme du vecteur aura lieu uniguement si I'arthropode
appartient a une espéce capable de I'assurer. L’incubation extrinseque correspond a la période

pendant laquelle les pathogenes vont évoluer biologiquement au sein du vecteur
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(multiplication et/ou transformation), intervalle tlamps qui sépare le repas de sang infectant
du stade ou le vecteur sera devenu infectant.

3- La transmission au vertébré se produit lorsque le vecteur est devenu infectant.
Certains vecteurs transmettent les parasites via le fluide coxal (tiques), les feces (réduves), par
régurgitation (phlébotomes) ou par dépdt sur la peau (transmission des filaires) mais le moyen
de transmission le plus commun, et celui étudié ici, se fait via la sécrétion de salive au cours

d’une piqare.

Les glossines

Figure 11. Glossina palpalis
(PW Pappas et SM Wardrop: College of Biological Sciences, Ohio State University)

Classification

Les glossines ou mouches tsé-tsé sont des insectes appartenant a la famille des
Glossinidaeet au genréslossina. Ce sont des mouches de couleur généralement sombre de
taille moyenne (6 a 16mm) (Figure 11). Il existe 31 espéces et sous especes de glossines
classiquement réparties en 3 sous-genres ou groupes (Figure 12).

La majorité des glossines sont diurnes, elles ne sont actives que quelques instants par
jour (moins d’'une heure), le vol se faisant par petites périodes de quelques secondes.
L’activité dépend des facteurs climatiques (température, humidité, luminosité, vent et
pluviosité) et individuels (état nutritionnel, gravidité). L'activité des glossines est surtout
motivée par la recherche de nourriture, d’'un lieu de repos et pour les méles par la recherche

d’'une femelle.
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Figure 12. Classification des glossines.
D’aprées Brunhes et al. 1996

Cycle biologique

Les glossines sont considérées comme des dipteres trés évolués et caractérisés par un
cycle reproductif unique en son genre. Elles appartiennent au groupe des pupipares, elles sont
capables de donner naissance a une larve qui, sans se nourrir dans le milieu extérieur, aboutira
a un adulte aprés nymphose (Figure 13). Les glossines présentent un cycle de développement
long (40 & 100 jours) et un taux de reproduction tres bas (au maximum 10 descendants par
femelle) compensé par une grande longévité (jusqu’a 100j) (Regafsl985). Des records
de 7 a 9 mois voir 1 an ont été enregistrés chepalpalis (Laveissiereet al. 2000). Cela
souligne leur grande capacité vectorielle vis a vis du trypanosome.

Les femelles sont généralement fécondées dés la sortie du puparium avant méme leur
premier repas sanguin. Le liquide séminal et les spermatozoides sont stockés dans des
spermatheques, un seul accouplement suffit. La femelle produit sa premiere larve a I'age de
18-20 jours puis au rythme d’une larve tous les 10 jours. La larve issue de I'ceuf va passer par
3 stades larvaires successifs avant d’étre mature. A maturité (2 a 3 jours aprés le dernier repas
sanguin), la larve est déposée dans un gite de reproduction qui est le plus souvent le lieu de

repos diurne de la femelle caractérisé par un couvert végétal assurant une ombre suffisante.
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Figure 13. Cycle biologique des glossines.
Schéma du cycle de reproduction d'une glossine : accouplement, développement de I'ceuf et de la larve
dans l'utérus de la femelle, ponte d'une larve au stade 3, transformation en pupe et émergence d'un
nouvel adulte.
D'apres D. Cuisance, Cirad-emvt.

Fragile et craignant la lumiere et la dessiccation, la larve doit s’enfoncer rapidement dans le
sol entre 2 et 8 cm de profondeur avant de se transformer en pupe. La derniere mue larvaire a
alors lieu, le tégument se rigidifie et se mélanise formant le puparium. La larve du quatriéme
stade va subir dans le puparium les transformations nécessaires jusqu’au stade pré-imaginal.
La durée de la nymphose est variable et dépend de la température du sol. Des températures en
dessous de 14°C bloguent le développement et pour pouvoir survivre, la pupe de hombreuses
especes de glossine a besoin d'un sol humide (mais non détrempé). L'immobilisme de la pupe
soumet celle-ci a des risques importants environnementaux (inondations, incendies,
compactage du sol). Au terme de son développement nymphal, I'adulte rompt le puparium et
remonte a la surface. La glossine est a ce stade qualifiée de ténérale, elle n’a pas encore pris
son premier repas sanguin. Le premier souci de I'adulte est justement de trouver un hote pour
se nourrir. C’est au cours de ce premier repas sanguin que la glossine peut devenir infectée et

donc vecteur. Moins de 10% des glossines deviennent infectantes au contact d'un malade.
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Comme dans chaque systeme de transmission velgpteelcapacité vectorielle des
insectes permet de définir des espéces vectrices ou non. Les espéces de glossines vectrices de
T. b. gambienseont classiquement :

Glossina palpaligt sous-especes,
Glossina fuscipest sous-especes,
Glossina tachinoides
et Glossina caliginea.

Plus particulierement, les especes étudiées dans le cadre de ces travaux de tlgse sont
palpalis gambienseG. fuscipes fuscipest G. tachinoidesqui appartiennent au « groupe
palpalis » ou sous-genre Nemorhina. Nous avons également Eudiérsitans morsitans

qui fait partie du « groupe morsitans » ou sous genre Glossina et qui est non vediribe de

gambiense.

Répartition géographigue des especes

Les glossines sont exclusivement des insectes africains et continentaux (Figure 14). Le
mode de répartition des especes de glossine résulte principalement de l'existence de barrieres
climatiques (déficit en hygrométrie trop important et des températures trop élevées au nord ou
trop faibles au sud) et écologiques (végétation, ainsi que la possibilité de disposer de sources
de nourriture) qui limitent leur propagation sur le continent africain. Les limites des aires de
distribution ne sont pas immuables du fait de la variété de ces facteurs, en effet il est tres
fréquent que certains s'associent pour limiter la répartition géographique de la tsé-tsé. Par
exemple, au nord de I'Afrique occidentale, loin des rivieres, le climat peut étre trés chaud et
tres sec selon la saison et la végétation petite et herbacée. Ce n'est qu'a proximité des rivieres,
ou poussent arbres et broussailles, que la tsé-tsé peut survivre grace a l'ombrage qu'ils
apportent et a I'numidité qu'ils retiennent. Toutefois, la ou l'on pourrait penser que la
température est trop basse, il peut tout de méme y avoir présence de tsé-tsé en raison de
l'abondance du gibier. Le facteur nourriture est la premiere cause de la restriction de l'aire de
distribution des tsé-tsé d’'un point de vue quantitatif et qualitatif. L'absence de nourriture en
guantité suffisante, fait que certains secteurs sont exempts de tsé-ts€, méme s'ils leur sont
favorables a d'autres égards. Par exemple la flambée de peste bovine qui a balayé I'Afrique a
la fin du siecle dernier a éliminé la plupart des animaux sur lesquels se nourrissaient les

glossines et il en est résulté une importante réduction des zones infectées (Lawtisgiere
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2000). L’'absence des hétes préférés d’'une especeéctmpon installation si elle ne peut faire
preuve d’opportunisme alimentaire.

Pour se protéger des rigueurs du climat chaud, les glossines se réfugient dans des zones
localement plus fraiches ou elles peuvent survivre, la ou il y a présence d’'un couvert vegétal
(arbres, buissons, fourrés), par exemple le long des berges fluviales que recouvrent les
galeries forestiéres. La tsé-tsé ne séjourne presque jamais en permanence en prairie ou dans
les zones de petite végétation, mais il leur arrive de les traverser. Certaines espéces peuvent

marquer leur préférence pour un type particulier de végétation.

Les cartes de géo-répartition des especes de glossines présentées dans ce chapitre sont
issues du cd-rom "Les glossines ou mouches tsétsé" édité par I''RD (Betiahe2006).

Figure 14. Aire de géo-distribution des différentes especes de Glossina spp.

Les longues périodes de froid rencontrées au Sud du Mozambique, du Zimbabwe, du
Botswana, de I'Angola et de la Zambie empéchent les glossines de se déplacer pour aller a la
recherche de nourriture. Les glossines sont également absentes au dessus de 2000m d’altitude.
Des températures élevées ajoutées a la sécheresse et a I'absence de couverture végétale,
rendent le nord de I'Afrique occidentale, la plupart des régions du Soudan et certaines zones
du Kenya, d'Ethiopie et de Somalie, inhospitaliers pour les glossines. En raison de leur habitat
constitué de galeries forestieres a proximité d'eau, les glossines du groupe palpalis, et
notammentG. palpalis et G. tachinoidespeuvent s'étendre en suivant les cours d'eau

beaucoup plus au nord en Afrique occidentale, que les mouches du groupe morsitans.
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(A) (B) ©

Figure 15. Aire de géo-distribution des différentes especes de G. fuscip& (alpalis(B) et G.
tachinoideqC).

Les especes du sous genre Nemorhina étudiéés. ipalpalis gambiensé&s. fuscipes
fuscipeset G. tachinoidessont rencontrées dans des gites offrant a la fois une végétation
arborée relativement dense, une humidité élevée et une faune suffisamment riche en hotes
vertébrés pour assurer leur survie. Elles sont trés largement répandues sur le continent africain
(Figure 15): elles trouvent dans les régions forestieres des conditions climatiques idéales ainsi
gu’une disponibilité d’hbte et en Afrique occidentale elles bénéficient en zone de savane de
I'abri des foréts riveraines bordant les cours d’eau. On retrouve les glossines au niveau des
marais a palétuviers (mangrove), des foréts ombrophiles, des rives des lacs et des foréts-
galeries longeant les rivieres. Leur opportunisme alimentaire tres marqué leur permet de
modifier leur régime alimentaire. Ces especes synanthropiques fréquentent le méme espace
gue I'homme (plantations d’arbres fruitiers, lieu de lessive...) faisant peser une grave menace

sur la santé des hommes exposés aux piqdres de ces insectes.

Les espéces du groupe morsitans se rencontrent dans une grande partie de la savane
africaine (savane arborée, savane boisée et les foréts claires). Ces glossines se limitent aux
zones suffisamment boisées pour leur assurer des lieux de repos climatiquement favorables,
évitant les zones sahéliennes, trop arides et peu riches en gibier ou les zones de savanes
soudaniennes affectées par la sécheresse.

Il en résulte une répartition en taches discontinues (Figure 16) totalement différente de celle
du sous genre Nemorhina mais leur localisation dans les régions d’élevage et riches en gibier
les rend dangereuses partout pour I'économie pastorale mais aussi pour la santé de 'homme
en Afrique orientaleGlossina morsitangst I'espéce la plus répandue mais sa répartition n'est

pas connue avec exactitude dans tous les pays.
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Figure 16. Aire de géo-distribution de Glossina morsitans spp.

Comportement trophigue

Le premier repas sanguin de la glossine a lieu généralement 24 a 72 heures aprés
'émergence. La durée du cycle trophique dépend des conditions climatiques et de la
disponibilité en héte mais également de I'état physiologique des tsé-tsé, il est d’environ de 2 a
4 jours suivant les espéces. Les glossines males et femelles sont hématophages et ont une
activité diurne. La glossine trouve son hote grace a la vue et a I'odorat. Le régime alimentaire
plus ou moins strict des glossines suivant les especes détermine le risque pour ’'homme ou
'animal. Le risque est d’autant plus grand si la glossine n’est pas stricte dans son choix, elle
peut alors se nourrir sur des animaux infectés et transmettrent les trypanosomes a des
individus sains.

Les glossines du sous-genre Nemorhina sont tres opportunistes et éclectiques dans leur choix
d’héte selon la disponibilité locale et saisonnié@ossina palpalis G. fuscipeset G.
tachinoidesse nourrissent toutes trois sur I'homme; la proportion peut varier de 8% a 40 %
selon les conditions locales. Elles prennent une grande partie de leur repas sur des individus
utilisant des points d'eau ou franchissant des gués.

Glossina morsitangeut prendre 7 a 18 % de ses repas sur les primates (principalement
1'homme). Des variations dans le choix des hotes sont observées suivant le lieu géographique.
En Cote d’lvoire, autour des villages, palpalisprend au moins 75% de ses repas sur le porc
domestique mais dans des zones de plantations, 46% des repas sont pris sur le Guib harnaché

et 46% sur ’'Homme. En savane, les reptiles peuvent fournir plus de 50% des repas.
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Les anopheles d’'Afrigue

Figure 17. Anopheles gambiae.
http://www.insektenmodelle.de/modelle/muecke.html

Classification

Au niveau taxonomique, les vecteurs de plasmodium sont des insectes diptéeres
appartenant a la famille d€3ulicidae et a la sous-famille de&nophelinae On dénombre
environ 450 espéces d'anophéles dans le monde, parmi lesquelles prés de 70 peuvent
transmettre les quatre especes de plasmodies humaines. En Afriqgue, une douzaine d'espéces
seulement est impliquée dans la transmission: celles du comfatexFambiag/An. gambiae
s.s.et An. arabiensigprincipalement, figure 17) et I'espéga. funestusassurent la majeure
partie de la transmission en Afrique tropicade. nili et An. mouchetjouant aussi un réle
important dans des régions limitées. Chacune de ces espéces a des préférences pour des
biotopes patrticuliers. Ces especes présentent une grande capacité vectorielle, expliquant la

forte endémicité palustre en Afrique.

Seule I'anophele femelle est hématophage. Les anophéles ont une activité nocturne du
coucher au lever de soleil. Certaines especes piquent en début de nuit mais la plupart se
nourrissent entre 23h et 3h. Les anopheles restent localisés prés de leur lieu de naissance c’est

a dire & moins de 300 m du gite larvaire, excepté en cas de vent.

Cycle biologique

L’anophele est un insecte holométabole, c'est a dire a métamorphose complete. i
connait quatre stades : ceuf, larve, nymphe et adulte (Figure 18). Comme toutes les especes de
moustique, le développement des anopheles est caractérisé par la succession de deux phases:
une premiere phase aquatique qui recouvre la vie pré-imaginale (les stades ceufs, larvaires et
nymphaux) et une seconde phase aérienne qui concerne l'adulte, ou imago.

La durée de vie d’un anophéle adulte se situe autour d’'une semaine a 10 jours pour les males

et entre 2 a 8 semaines pour les femelles en région tropicale.
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Figure 18. Cycle biologique des anopheles.

La phase aquatique : Les anopheles femelles pondent a la surface de I'eau de 40 a 100
ceufs fécondés. Ces derniers, pondus isolément, sont munis de flotteurs et restent en surface
durant I'embryogenése. Entre 24 et 48 heures, chaque ceuf éclot et libére une larve d'environ 1
mm qui se tient paralléle a la surface de I'eau. La larve est détritiphage et au terme de sa
croissance, la larve de quatrieme stade effectue une mue particuliere, la nymphose. Cette
derniere libere une nymphe aquatique mobile, qui ne se nourrit pas. Aprés cette
métamorphose, I'imago émerge et gagne le milieu aérien. L’adulte va dans un premier temps
se reposer afin que sa cuticule séche, que ses ailes se déploient et que I'appareil génital méale

devienne fonctionnel.

Les adultes : La femelle ne s'accouple qu'une seule fois dans sa vie (Clements 1992) et c'est
au cours de la phase aérienne, le plus souvent dans un essaim de males réunis au crépuscule,
que s'effectue l'insémination de la femelle. Les spermatozoides migrent dans une
spermatheque dans laquelle ils conservent leur pouvoir féecondant pendant plusieurs semaines,
jusqu'a la mort de la femelle. Elle prend son premier repas sanguin juste apres la copulation.
Le contenu protéique des repas sanguin permet la maturation des ovocytes. On distingue les
femelles suivant I'état de leur abdomen pendant la digestion de sang jusqu’a maturation des
ovocytes: non gorgée, gorgée, semi-gravide et gravide. Lorsque l'ovocyte est arrivé a
maturité, il est fécondé par les spermatozoides stockés, devient un ceuf qui sera pondu.
Suivant les espéces, ce cycle gonotrophique peut durer entre 48 et 72 heures dans les zones
tropicales et plus d'une semaine dans les pays tempérés. La connaissance du cycle
gonotrophique permet d’évaluer I'age de la femelle anophéle par son nombre de ponte ainsi

gue sa probabilité d’étre infectante; ceci permet d'évaluer la capacité vectorielle de 'anophéle.

-43 -



La Trypanosomiase Humaine Africaine et le paludisme

Remarque : Lorsque la température est trop basgajnes espéces ne se nourrissent pas et
entrent en diapause. D’autres especes peuvent prendre des repas de sang n’induisant pas
d’évolution ovarienne mais permettant I'infestation. Les ceufs, quant a eux, n’écloront pas

avant la reprise des pluies.

Répartition géographique en Afrique

Chaque espéce d’anophéle occupe une aire géographique particuliere. Chaque espéce
colonise certains types de gites larvaires qui fonctionnent pendant une période donnée sous
l'influence des données environnementales et climatiques spécifiques. Les différentes especes
d’Anophelesexploitent une grande variété de collections d’eau, de I'eau courante rapide ou
lente des rizieres. On ne les retrouve pas a une altitude supérieure a 2000 m d’altitude. Leur
distribution géographique présente des similitudes avec la répartition des échantillons de pluie

annuelle a travers I'Afrique (Coetzegal. 2000).

En Afrique, ou surviennent 90% des cas de paludisme, les espdaaspliles
responsables de la transmission du parasite a ’homme appartiennent au cofmplexe
gambiaedont An. gambiae s.s. (sensu stricto)Aet. arabiensissont les plus importantes en
terme de distribution géographique et de capacité vectorfallegambiae s.s., se retrouve
dans les régions humides,Agt. arabiensisest détecté dans les savanes sédhesfunestus
dont le réle dans I'épidémiologie du paludisme semble avoir été sous-évalué jusqu’ici, est
retrouvé au niveau des savanes mais cette espece nécessite des collections d’eau permanentes

et ombragées.
Les cartes de répartition géographique des espeBesplielesprésentées dans ce
chapitre sont issues du cd-rom " Les anopheles de la région afro-tropicale " édité par I'lRD

(Hervy et al. 1998).

Le complexe Anopheles gambiae

Le complexeAn. gambiaecomprend 7 especeAr(. gambiae s.sAn. arabiensisAn.
guadriannulatus An. quadrimaculatusAn. bwambagAn. melaset An. meruy Les cing
premieres espéces sont des especes d'eau douce afarsmelaset An. merussont des
espéeces d'eau saumatre (Moudhedl. 2004).
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Ce complexe assure 80% de la transmission palustdrijue sub-saharienn@&n. gambiae

s.s. est I'un des meilleurs vecteurs du paludisme du monde et aucune des especes de ce
complexe ne serait réfractaire aux plasmodiums (Cooseet@hs1998).

Les zones de recouvrement endne. arabiensiset An. gambiaes.s. s'étendent sur presque

toutes les zones de savane d’Afrique de l'ouest, de I'est et du cone Sud (Figuia.19).
gambiae s.s. se retrouve dans les régions humides. On retrouve chez cette espece des indices
sporozoitiques (Is) en général supérieur a 3% atteignant mémeAhOYambiaess. occupe

la plus grande partie de la région afrotropicale a I'exclusion de la Corne de I'Afrique et de la
péninsule ArabiqueAn arabiensisest distribué dans toutes les zones de savane et de steppe
de la région Afrotropicale, il est bien adapté aux climats secs dans le nord du sahel. Considéré
comme bon vecteur bien que sa compétence vectorielle soit intrinsequement inférieure de
moitié a celle dgambiae s.s(Lemasson et al. 1997). Son Is peut étre supérieur a 1% (dans le

sahel sénégalais) mais peut étre beaucoup plus bas.

Figure 19. Géo-distribution des vecteurs Anopheles gambiae s.I.

Pour les espéces d'eau douce, les gites larvaires sont constitués généralement de collections
d’eau temporaires peu profondes et ensoleillées sans végétation: flaques résiduelles des cours
d’eau en décrue, marécage, riziere, petite mare (Figure 20). On retrouve aussi des gites
anthropiques tels que les surfaces irriguées, les barrages et les fosses.

: 1, .;r_rl A oo

Figure 20. Gites potentiels Ah. gambiae s.I.
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Les gites des espéces d'eau saumatre peuvent étre des eaux résiduelles des grandes marees,

ensoleillées.

Le groupeAn. funestus

Ce groupe comporte huit espécés (funestus s.sAn. arunj An. parensisAn. vaneedeni

An. brucej An. confususAn. fuscivenosyg\n.rivulorum), et assure une part importante de la
transmission du paludisme en Afrique. SRal funestus s.s. est anthropophile et possede une
grande capacité vectorielle. Des Is supérieurs a 1% ont été relevés dans I'ensemble de son aire
de répartition. (Diaet al. 2008). Sa distribution géographique couvre toute la région
Afrotropicale (Figure 21).

w L wo CL .

Figure 21. Géo-distribution des vecteurs Anopheles funestus.

An. funestupullule au niveau des marais a végétation dressée et au niveau des rizieres et est
abondant en fin de saison des pluies et au début de saison seche ou il peut alors prendre le
relais dAn. gambiaell peut étre associé a un paludisme stable ou instable suivant le contexte
épidémiologique. Trés endophile, cette espéce a été victime des aspersions intra domiciliaire.

Comportement trophiqgue

L'étude du comportement trophique des anopheles vecteurs est indispensable pour
définir les stratégies de lutte. Les anophéles piquent a partir du coucher du soleil jusqu’au
petit matin. Males et femelles se nourrissent de jus sucrés, nectars et autres exsudats végétaux
nécessaires au vol et au métabolisme des moustiques. Le méle est incapable de perforer la
peau d'un vertébré. Seule la femelle est hématophage (Clements 1992), elle préleve un repas

de sang tous les 2 a 3 jours sur un héte vertébré, elle peut prélever jusqu’a 4 fois son volume
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de sang. Il a été observé qie. gambiae s.s. pouvait se nourrir sur au moins sur 2 personnes
successivement (Boreham 1975). Il a été aussi remarqué que les anophéles infectés par
Plasmodiumfont des repas sanguins tout au long de la nuit, tandis que les non infectés
piquent rarement plus d’une fois par nuit (Mathe@wal. 1996). Le parasite semble influencer

le comportement du vecteur, par ce biais, le temps du repas, celui de la salivation et le nombre
de piglres sont en effet augmentés chez un vecteur infecté ce qui faciliterait la dissémination
du pathogéne a plusieurs hétes (Rossighal. 1984; Wekesat al. 1992).

Le régime alimentaire de&Snophelesdépend des especes, certaines sont strictement
anthropophiles An. gambiae s.sdans la féret camerounaise (Moucthedt al. 2004)) ou
zoophiles An. rufipe$ mais la plupart des espéces se nourrissent indifferemment sur I’homme
ou les animaux. Les préférences trophiquésidgambiaevarient suivant I'environnement et
la disponibilité en hote, il se montre particulierement zoophile lorsque le bétail adomde.
gambiae s.s. est trés anthropophila. Arabiensisest considéré moins anthropophile Ay’
gambiae s.s mais au Sénégal il s’attaquerait a 'homme aussi bien qu’au bétail dans des
conditions identiques d’acces aux hotes (Diattaal. 1998), il y a donc des différences de
comportements suivants les régions et I'environnement. Le comportement endophilie-
exophilie est variable selon la saison, selon les préférences trophiques, les types d'habitat,
etc...

La majorité des especes du groupe funestus sont zoophiles, seule |&spioeestus s.s. est
anthropophile et impliguée dans la transmission des plasmodiums grace a une capacité

vectorielle élevée.

Les hommes et les animaux vivent tres souvent sur les mémes aires d’habitations et
entretiennent des contacts fréquents. Les moustiques vecteurs du paludisme se nourrissant
aussi bien sur ’'homme que sur I'animal, la question s’est posée de savoir si les animaux
domestiques pouvaient avoir un role bénéfique de bouclier ou de leurre vis-a-vis de la
transmission du paludisme (zooprophylaxie) ou bien au contraire un role néfaste en attirant les
vecteurs pres des habitations (zoonuisance).

Depuis 1982, 'OMS admet que les animaux jouent un réle zooprophylactique et a édité
plusieurs recommandations. Pourtant, différentes études ont montré des résultats
contradictoires. En effet, des études au Pakistan (Batrak 1995) et en Ethiopie (Seyoum

et al. 2002) ont montré respectivement que la présence de bovins augmentait de 38% le risque

pour ’lhomme d’étre piqué par un anophéle et que le nombre de pighresagabiensichez
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les enfants de moins de 10 ans augmente avec knpeed’animaux dans les concessions. A
l'inverse, deux études kenyanes ont montré que la proportion de repas sanguins d’origine
humaine était trés faible dans les zones ou les hommes et les animaux cohabitaient (Githeko et
al. 1994; ljumbaet al. 1990). Cette zooprophylaxie pourrait trouver aussi une explication
indirecte puisque [l'utilisation d’insecticides et d’antiparasitaires sur le bétail modifierait la
population anophélienne des concessions traitées et diminuerait ainsi la prévalence de
paludisme humain R. falciparumet P. vivax(McCall et al. 2001; Ulloaet al. 2002). Enfin,

certains auteurs concluent sur un réle neutre des animaux domestiques au vue par exemple de
'étude de Bogh en Gambie qui ne mettait pas en évidence de différence significative dans la
prévalence du paludisme chez les enfants dormant a moins de 20m des animaux et ceux
vivant a plus de 50m (Bogh et al. 2002).

Le role des animaux dans la transmission du paludisme semble donc étre complexe. En effet,
il est difficile de comparer des zones @in. arabiensis,plutdt zoophile, est le vecteur
principal, a d’autres ou c’est An. gambiae s.s., trés anthropophile, qui prédomine.

Deux études récentes intégrées au projet Zooprovect de I'IRD-UR024 ont démontré, au
Sénégal, que le role des animaux variait en fonction de I'espéce et de leur age. En effet, la
présence de jeunes animaux, toutes especes confondues, serait associée avec une baisse
significative de [lincidence du paludisme chez les enfants, jouant donc un role
zooprophylactique (particulierement les jeunes bovins). La présence de chiens serait, elle,
associée a une augmentation significative du nombre de cas de paludisme chez les enfants de
11 mois a 6 ans et représenterait donc une zoonuisance. (Denis Boulanger, communication

personnelle).
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La lutte contre les maladies a

transmission vectorielle et ses [imites.
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La lutte contre les maladies a transmission vedtenecessite une approche intégrée dirigée
a la fois contre les pathogenes et contre les vecteurs. Aujourd’hui deux méthodes
complémentaires de lutte sont développées :

1 - la réduction de la charge parasitaire a travers le dépistage et/ou le diagnostic afin de
mettre en place un traitement adapté chez les personnes infectées.

2 - la réduction des populations de vecteur et du contact homme-vecteur a travers la

lutte anti-vectorielle.

2.1 - La réduction de la charge parasitaire

La diminution de la charge infectieuse se fait a travers le dépistage et le traitement des
porteurs de parasites. Dans le cadre des deux pathologies étudiées ici, la réduction des
densités parasitaires chez les vertébrés a deux objectifs principaux :

< Réduction de la mortalité et prévention des séquelles neurologiques = lutte individuelle

Les malades ayant souffert d’acceés palustre sévere ou d’atteintes neurologiques au cours de la
THA peuvent souffrir de séquelles neurologiques irréversibles s'ils sont traités trop
tardivement. Par ailleurs, ces maladies sont létales sans l'instauration d’'un traitement. Il est
donc nécessaire d’établir au plus vite le diagnostic qui doit étre suffisamment sensible et
spécifiqgue afin de détecter les personnes infectées et de les traiter avec des molécules
efficaces et ayant fait preuve d’innocuité. Cette prise en charge permettra de réduire la
morbidité et la mortalité de ces maladies.

< Prévention de la transmission des pathogénes aux autres personnes = lutte communautaire

La proportion de moustiques infestés dans une localité est en rapport avec le nombre de
personnes infestées et infectantes vivant a cet endroit. Par conséquent, en abaissant les
charges parasitaires, on abaissera la transmission et on réduira en fin de compte la prévalence

et I'incidence de ces maladies dans cette localité.

2.1.1 - Trypanosomiase Humaine Africaine

La THA est I'une des rares maladies infectieuses ou le dépistage actif systématique est

essentiel dans la lutte contre la maladie, et spécialement contre la forme a T.b. gaiobiense
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la phase initiale asymptomatique est trés longues dartemps. Les individus infectés ne
ressentent pas la maladie donc ne vont pas consulter au centre de santé ; ils constituent
d’excellents réservoirs de parasites permettant une transmission. La méthode de lutte consiste
a mettre sur pieds des equipes médicales mobiles qui auront pour mission d’aller, dans les
villages des zones endémiques, examiner périodiqguement tous les individus afin de déceler
chez eux les premiers signes de l'infection et de les mettre aussitdt sous traitement adapté
dans leur intérét et celui de la communauté. Mais les prospections se heurtent a

l'inaccessibilité des individus qui sont souvent dispersés dans de vastes zones géographiques.

Dépistage et diagnostic

La démarche diagnostic se base sur une suspicion clinique, suivie de la mise en
evidence du parasite dans les liquides biologiques de 'hnomme ((Jamonneau et al. 2004),
figure 22). Le principal signe clinique de la premiére phase de la maladie est la présence
d’adénopathies cervicales ou sus-claviculaires. Une palpation de la région cervicale
postérieure est effectuée chez tous les individus. Un dépistage sérologique indirect peut
eégalement étre entrepris avec le CATT (Card Agglutination Test for Trypanosomiasis). Ce
test permet de mettre en évidence la présence d’anticorps (Ac) spécifiques aux trypanosomes,
il est devenu le test de terrain le plus utilisé (Mageual. 1978). Il peut étre réalisé sans
électricité et nécessite peu de moyens, il est peu cher (Noireau et al. 1988). La sensibilité du
test varie de 75 a 100%. Il existe des zones ou la sensibilité du test est faible notamment au
Nigeria ou dans le sud Cameroun. Les anticorps spécifiques de trypanosomes mis en évidence
par ce test peuvent encore étre détectables 3 ans apres le traitementef@hréi@00). Cette
technique a depuis été modifiée et deux nouvelles versions sont actuellement disponibles, le
microCATT, qui se pratique sur un éluat de sang séché sur papier filtre (Miezan et al. 1991) et
le LATEX/T.b.gambiense® qui augmente la sensibilité et permet un meilleur diagnostic
sérologique (Buscheet al. 1999). Des variants de ce test sont actuellement a I'étude
notamment un test au latex comportant plusieurs antigenes (Jamonneau et al. 2000). La
méthode du dépistage par sérologie possede deux avantages sur celle par la recherche de
ganglion, il permet un diagnostic tres précoce, avant que les parasites ne soient visibles
facilement dans le sang et que I'hypertrophie ganglionnaire ne se manifeste, le diagnostic est
donc plus sensible. Mais il est uniguement suggestif d’une infection (manque de spécificité et
de sensibilité) et tout CATT positif doit étre confirmé par des tests parasitologiques directs
mettant en évidence directement la présence des parasites dans les différents liquides de

'organisme (sang, lymphe, Liquide Céphalo-Rachidien (LCR)).
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Figure 22. Dépistage et diagnostic de phase de la THA.
D'aprés (Jamonneaat al.2004).

La plupart des patients parasités pab. gambiens@résentent une parasitémie faible, et la

mise en évidence des parasites est difficile. Les méthodes de concentration des parasites
deviennent donc nécessaires. Pour ces tests directs, les techniques de concentration
(centrifugation ou filtration sur cellulose) des parasites ont permis d’obtenir de meilleurs
résultats que I'examen direct du sang frais (Lumsden et al. 1979). Des défauts de sensibilité et
de spécificité ont aussi été rapportés pour les méthodes sérologiques directes ou indirectes
(Diallo et al. 1996; Dukeset al. 1992). Le développement de la détection de I'ADN
trypanosomien par des techniques de PCR semble une alternative aux tests diagnostics actuels
mais des améliorations sont néanmoins nécessaires. Cet outil de biologie moléculaire est plus
sensible que les techniques classiques (Teu@l. 1999) et permettrait de détecter les
infections précoces (Bengalt al. 2001). Mais des problémes de reproductibilité ont été
rapportés (Solano et al. 2002).

Chez les personnes confirmées porteur de trypanosomes, il faut ensuite déterminer en quelle
phase de la maladie (phase lymphatico-sanguine ou phase hémato-méningée) elles se trouvent
afin de leur administrer un traitement adapté. Le diagnostic de phase repose sur la mise en
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evidence de trypanosomes au niveau du LCR (méthieete), cela nécessite de pratiquer

une ponction lombaire, acte trés invasif. Des arguments biologiques mettant en évidence une
altération du LCR (élévation de la protéinorachie (>450 mg/L) et de la cytorachie (> 5
eléments/uL)) peuvent également permettre de déclarer un individu en deuxiéme phase

surtout si les signes cliniques sont évocateurs de troubles neurologiques.

Traitement

La THA est une maladie mortelle sans traitement et un nombre limité de molécules
est disponible. Deux traitements sont possibles en fonction de la phase de la maladie : le
traitement de la premiére phase comporte la pentamidine (Pentacarinat®) ou la suramine
(Germanin®) et le traitemant de la deuxiéme phase est basé sur le mélarsoprol (Arsobal®) ou
I'alpha-difluorométhylornithine (DFMO, éflornithine, Ornidyl®). La pentamidine reste le
traitement classique de la premiére phase, le traitement est tres efficace et sans grand effet
secondaire contrairement au traitement de la deuxiéme phase qui présente une toxicité non
négligeable. Le mélarsoprol est un dérivé arsenical utilisé classiquement auquel on associe
généralement une corticothérapie. La mise sous traitement spécifique de la deuxiéme phase
nécessite une surveillance particuliere afin d’éviter toute complication, il a généralement lieu
au niveau de structures spécialisées avec du personnel compétent. Cette molécule est
responsable de 5 a 10% d’encéphalopathie mortelle. L'éflornithine montre de bons résultats
mais son codt élevé réserve cette molécule comme traitement de deuxieme phase en cas de
rechute.
L’augmentation de la pharmaco-résistance aux médicaments actuels utilisés depuis 1940
devient un probléme alarmant en raison du manque d’alternative thérapeutique. Dans
certaines parties d’Afrique centrale, le taux de pharmacorésistance au mélarsoprol atteint 30%
(Barrettet al. 1999; Matovu et al. 2003).
La présence d'un réservoir animal domestique ou sauvage ne laisse pas penser qu’un
assainissement du réservoir humain permettrait d’interrompre la transmission a 100%. Il serait
donc nécessaire de développer des stratégies visant a diminuer la parasitémie au niveau du

réservoir animal.
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2.1.2 - Paludisme

Diagnostic
La technigue traditionnelle du diagnostic du paludisme repose sur la mise en évidence

directe du parasite dans le sang. Les techniques de référence sont le frottis sanguin et la goutte
épaisse. L'obtention d'un diagnostic de certitude par cette technique de référence nécessite la
présence d'un technicien de laboratoire qualifié. La technique de la goutte épaisse est 20 a 30
fois plus sensible que celle du frottis. Ces deux techniques permettent également le
dénombrement des plasmodies et d'identifier 'espéce infectante. Elles permettent d'évaluer
les parametres tels que prévalence, densité parasitaire, et l'indice gamétdegtaaitbeurs,

la définition de l'acces palustre reste trés subjective en I'absence quasi générale de microscope
dans de nombreuses régions. Dans des conditions de terrain, 50 % des acces palustres
présomptifs résultent d'un diagnostic erroné ou insuffisant (Baudon et al. 1985).

Il existe également des techniques de diagnostic indirect (sérologie, recherche d'antigenes ou
détection d'acides nucléiques parasitaires). Les tests de diagnostic rapide (TDR) sont réalisés
a partir de bandelette chromatographique. lls consistent en la détection de différents antigenes
plasmodiaux par [l'utilisation de bandelettes auto-réactives contenant des anticorps
monoclonaux spécifiques de ces antigenes. Leur seuil de détection est comparable a celui de
la goutte épaisse. Cependant avec cette méthode, le diagnostic d'espéece n'est pas toujours
possible et la numération des hématies parasitées n'est pas réalisable. De plus, le colt de ces
tests sur bandelette reste encore trop élévé (environ 1BgS}echniques basées sur la PCR

sont également en cours de développement.

Le diagnostic clinique a une tres faible spécificité, les signes et les symptomes de I'acces
palustre tels que la fiévre, frissons, céphalées et anorexie ne sont pas spécifiques et sont
communs a de nombreuses affections (Rogteal. 2001). La pertinence de criteres de
diagnostic clinique varie d'une région a l'autre en fonction de I'intensité de la transmission et
des autres causes communes de fievre (WHO 2000). La présence de co-infections et
notamment VIH peut étre a l'origine d’'une modification de I'épidémiologie clinique du
paludisme (Nwanyanwu et al. 1997).

Le traitement par anti-paludique des personnes présentant des signes et des symptomes

évocateurs de paludisme reste I'approche la plus raisonnable dans la plupart des situations
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(Barat et al. 1999). De nombreuses études ont rapporté que 25-40% de patients, aux
dispensaires ou dans des hopitaux dans des régions endémiques en Afrique, étaient
diagnostiqués malades du paludisme sans confirmation parasitologique au laboratoire
(Breman et al. 2007). Pourtant lintroduction des combinaisons thérapeutiques a base
d’artémisinine (CTA ou ACT en terminologie anglo-saxonne) a mis en avant la nécessité qu'il

y a a améliorer la spécificité du diagnostic palustre car le colt relativement élevé de ces

médicaments ne permet pas de traitement inutile.

Traitement

L’émergence, la diffusion et 'augmentation de la résistance accrée f@dciparum
aux antipaludiques est certainement une des causes majeures de 'augmentation des déces par
paludisme (Trape 2001). La chloroquine est restée longtemps le traitement de premiére ligne
des acceés palustres mais elle est désormais inefficace dans la plupart des zones d’endémie et
la résistance a la sulfadoxine/pyriméthamine et a 'amodiaquine augmente rapidement (Ursing
et al. 2007)(Fernandex al. 2007) (Figure 23).

1 | Araiwhers malars ranamision ooours (highflow) LW ¥
B 1 A Pfalgsarem chiorogquing retistance b f%
W ® P faldpansm sulfado ine-pyrimethaming ressmnce 4:5?
e P falaparam mefloguin & treatment filures. B0 O, 2008

B Mawra-fee arsas

Figure 23. Distribution mondiale des échecs thérapeutiques a la chloroquine, sulfadoxine-
pyriméthamine (SP) et méfloquine.
D'apres WHO.

Cependant, des études effectuées au Malawi, ont montré que les sou€healdiparum
immuno-résitantes a la chloroquine, peuvent redevenir sensibles a cette molécule aprées un

arrét d'utilisation pendant plusieurs années (Kublin et al. 2003).
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La découverte et la mise au point des dérivés deirasinine ont fourni une nouvelle classe
d’antipaludiques trés efficaces (Haynes 2001). Pour faire face au risque d’une résistance de
falciparum aux monothérapies et pour améliorer Iissue du traitement, les combinaisons
thérapeutiques a base d’artémisinine sont désormais recommandées par 'OMS pour le
traitement des cas de paludisme simpRe falciparum(Imbertet al. 2002). Ces médicaments
présentent également I'avantage de réduire le portage des gamétocytes et donc de diminuer la
transmission du paludisme, ce qui contribue a la lutte antipaludique dans les zones de faible
endémicité.

Deux classes de médicament sont actuellement disponibles pour le traitement parentéral du
paludisme grave : les alcaloides du quinquina (quinine et quinidine) et les dérivés de
lartémisinine (artésunate, artéméther, etc.).

La réduction des charges parasitaires passe également par les stratégies préventives. Celles-ci

seront développées dans un prochain chapitre "2.3 - Stratégies préventives de transmission"”.

2.2 - La réduction des populations de vecteurs et du contact homme-vecteur

par la lutte anti-vecteur

Désormais, la lutte contre les insectes vecteurs, s'oriente vers des méthodes visant, non
plus a éradiquer les populations d'insectes nuisibles, mais a réduire et a contrdler leur densité
en dessous d'un seuil épidémiologiquement tolérable permettant de limiter la transmission. Ce
changement de politique repose sur les méthodes de lutte anti-vectorielle (LAV) intégrées
comprenant ['éducation sanitaire des populations humaines et I'aménagement de
I'environnement, mais aussi l'utilisation raisonnée d'insecticides chimiques ou d'origine
biologique. La réduction du contact homme-vecteur consiste en la mise en place de barrieres
meécaniques (moustiquaires) ou de modification du comportement humain. La mise en place
de la LAV requiert une bonne connaissance des vecteurs afin d’optimiser les méthodes de
lutte en connaissance de leur biologie (conditions de développement, lieu, période,
dynamique...) et de leur écologie. La premiere étape de la LAV consiste souvent a identifier
des vecteurs présents dans la zone, pour cela des études d’échantillonnage entomologique sont

effectuées.
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2.2.1 - Lutte contre les populations de glossines

Dans le cadre de la lutte contre les glossines, du fait de leur répartition focale, il est
impératif de connaitre les limites des foyers afin de délimiter la zone d’intervention. Ces aires
sont déterminées au regard de la restriction des gites et des zones ou le contact homme-
glossine peut avoir lieu. Les technigues doivent étre choisies en fonction de la bio-écologie du
foyer et des ressources disponibles. Dans le passé la destruction des gites de reproduction et
de repos des glossines par utilisation d’insecticides, I'élimination de la faune sauvage ainsi
gue le défrichage ont été des stratégies largement utilisées (Laveetsareé2000). Deux
familles d'insecticides ont particulierement été utilisées: les organochlorés (DDT et Dieldrine)
et les pyréthrinoides de synthese (Deltaméthrine). Mais leur impact négatif sur
I'environnement a restreint leur utilisation a certains contextes particuliers. Par ailleurs, les
insecticides sont particulierement difficiles a répandre dans les foréts galeries peu accessibles.
Des captures manuelles a l'aide de filet ont égalemig pratiquées au niveau des gites de

repos ou nocturne.

De nos jours, la capture des glossines par des piéges et des écrans est couramment
utilisée (Brightwellet al. 1991). Les modeles ont été élaborés a la suite de la compréhension
du comportement des glossines. Le concept de ces méthodes de piégeage consiste a combiner
un attractif avec un toxique, il constitue un leurre attractif visuellement imprégné d'insecticide
et son attractivité dépend presque exclusivement du choix des tissus. La glossine est attirée
par la couleur bleue et par le contraste entre le piége/écran et I'environnement. Certains
systemes sont dotés d’attractants visuel et/ou olfactif.

L’écran est une surface plane en tissu imprégné d'insecticide sur laquelle doit se poser la
glossine. L'utilisation d'un pesticide est obligatoire. Il doit étre attractif de loin et inciter la

glossine a se poser pour qu’'elle puisse prendre une dose mortelle d’insecticide. I'écran est
moins efficace que les pieges mais il présente des avantages : maniabilité, robustesse, ré-

imprégnation par simple immersion et il est peu cher (Figure 24).
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s < 4 " p

Figure 24. L’écran bleu/noir/bleu.
(http://www2.ac-lyon.fr/enseigne/biologie/photossqbios)

Les pieges sont des volumes a l'intérieur desquels la glossine doit pénétrer. A proximité la
glossine est attirée par le contraste entre le tissu bleu et les ouvertures sombres (Lancien et al.
1987). Elle y est tuée soit par exposition prolongée au soleil, soit par contact avec un
insecticide déposé sur le tissu qui le compose. Il existe une version améliorée de ces pieges :

le piége biconique (Figure 25), basé sur le méme principe et destiné a améliorer le rendement,

Figure 25. Piege biconique proche d’'un point d’eau.

Il se développe également des méthodes de contrdle des populations de glossines par
le lacher de males stériles (Vreysstral. 2000). Elle consiste a introduire dans une population
sauvage un certain nombre de males stérilisés physiquement ou chimiquement de la méme
espece qui, par compétition, vont s'accoupler avec les femelles. La réussite repose sur le fait
qgue les glossines femelles ne s’accouplent qu’une fois. Il est recommandé d'utiliser au

préalable une technique complémentaire autre afin de diminuer dans un méme temps la
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population glossienne et donc de permettre aux nsdedes d’étre compétitifs. Néanmoins
cette technique rencontre des problemes, en plus d’'un codt élevé, I'utilisation des males peut
étre source de nuisance. Par ailleurs, I'élevage de masse de I'espéce est difficile.

La lutte biologique au niveau des pupes n’a pas raatd résultats concluants.

L'efficacité de la lutte anti-vectorielle est souvent limitée par des probléemes de
logistique, I'apparition de résistance aux insecticides utilisés et par un col(t élevé des
campagnes anti-vectorielles. La capacité de dispersion des glossines se pose également

comme un obstacle a la réussite de la LAV.

2.2.2 - Lutte contre les populations d'anophéles

La lutte anti-vectorielle constitue un élément technique fondamental de la stratégie
mondiale de lutte contre le paludisme. En ce sens, elle s'avere étre le moyen le plus efficace
pour prévenir la transmission. Cette forme de lutte peut s’exercer a des stades différents du
cycle du moustique. En général, deux stades sont ciblés : le stade larvaire et le stade adulte.

Lutte anti-larvaire

La lutte anti-larvaire a été trés utilisée avant I'arrivée massive des adulticides. Cette
lutte empéche le développement des larves en stade mature par la destruction des gites
larvaires ou par I'emploi de méthodes aboutissant au blocage du développement des larves.
Diverses techniques sont employées allant des plus rudimentaires aux plus sophistiquées :
assainissement de I'environnement, recours a des prédateurs larvicides (Ftliag&003).

Ces diverses méthodes sont toujours utilisées (WHO 2006). L'application de ces techniques
sur des surfaces étendues a donné des résultats trés encourageants (éradication des
populations dAnophelesau Brésil et en Egypte). Néanmoins, pour étre efficace cette méthode
exige un suivi sur plusieurs années et une bonne implication des populations locales
concernéegWHO 2006). Elle n'est plus recommandée que dans des cas bien particuliers
(oasis des déserts, paludisme urbain). Elle ne peut étre utilisée que si les gites sont facilement
accessibles et en nombre limité, ce qui est particulierement difficile avec les vecteurs du

paludisme.
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Lutte anti adulte

Les objectifs de cette lutte sont la réduction des densités de moustiques agressifs et la
réduction de la longévité des femelles.
La lutte anti-adulte se fait généralement par l'utilisation d'insecticides a effet rémanent lors
des programmes d'aspersions intra-domiciliaires, ou d'imprégnation de moustiquaires, mais
aussi par les pulvérisations aériennes ou l'utilisation de répulsifs. Les aspersions intra-
domiciliaires et les moustiquaires imprégnées sont des mesures de lutte contre les moustiques
adultes applicables a de plus vastes zones géographiques que celles plus spécifiques et plus
localisées de la lutte anti-larvaire.
Des insecticides appartenant a 3 grands groupes de composés chimiques (Organochlorés,
organophosphorés et carbamates) ont été utilisés pour les pulvérisations intra-domicilaires,
mais ils ont tous montré beaucoup de limites dans leur utilisation (toxicité et bio-
accumulation). Le DDT est le plus connu des insecticides et a été le premier a étre utilisé
durant les années 1950. Il a fortement contribué a I'éradication totale du paludisme en Europe,
Amérique du Nord, Japon, etc. Mais il a été rapidement abandonné du fait de son effet toxique
et donc des énormes dommages causes a l'environnement suite a son utilisation en masse
(agriculture) et non controlée. Les premiers cas de résistance au DDT ont été répertoriés dés
1946 et son utilisation fut abandonnée en 1969. Aujourd’hui, la résistance au DDT, tout
comme a bien d’autres insecticides, est largement répandue chez les anophéles. Cependant le
DDT est actuellement en réutilisation dans plus de 99 pays sous étroite surveillance (Coleman
et al. 2008). L'utilisation des pyréthrinoides est vivement encouragée du fait de leur faible
toxicité pour les hommes et donc sur l'environnement et leur rémanence prolongée. Ces
insecticides allient un effet répulsif et Iétal pour les insectes (Geiligt 2001).
La résistance constitue le probleme majeur a l'utilisation des insecticides, elle est aussi
apparue pour les insecticides de nouvelle génération comme les pyréthrinoides. Ces
difficultés, sont a l'origine de nouvelles réflexions sur les stratégies de lutte contre les
moustiques adultes, ainsi le concept d’association avec une protection individuelle est mis en

avant.

Les aspersions intra-domiciliaire ont principalement un impact sur les populations de vecteurs
endophiles et anthropophiles comée. gambiaest An. funestusElles sont particulierement
conseillées pour la prévention des épidémies a la suite de signaux d’alarmes telles que de

fortes pluies, migration des sujets non-immuns, augmentation des températures minimales.
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Moustiguaires imprégnées

Les moustiquaires constituent une barriere mécanique visant a diminuer la
transmission de$lasmodiumet leur imprégnation par des insecticides vise a réduire la
population dAnopheles Dans la mesure ou les espéces d'anophele se nourrissent
habituellement le soir et la nuit, une moustiquaire peut réduire radicalement le nombre de
pigdres infectieuses regues par une personne.

Préconisée par tous les traités de médecine tropicale depuis le début®dt sk¢le,
l'utilisation de moustiquaires représente non seulement une source individuelle de protection
de base contre le paludisme, mais aussi contre d’autres vecteurs arthropodes et les nuisances
gu’ils causent (Hougard et al. 2002). L'OMS approuve au début des années 1980
limprégnation des moustiquaires par des pyréthrinoides. Diverses études ont montré que
imprégnation des moustiquaires réduit sensiblement la transmission du paludisme
(Carnevaleet al. 1991). En effet, l'utilisation des moustiquaires imprégnées dans une
communauté entraine une protection au niveau individuel en protégeant I'utilisateur contre les
pigdres et au niveau collectif en réduisant les populations de vecteurs (Hdavake\2003).

Les moustiquaires imprégnées empéchent égalememhdestiques de se nourrir, ce qui

réduit le potentiel reproducteur des especes tres anthropophiles. Plus d’'une vingtaine d’études
réalisées sur les moustiquaires imprégnées dans différentes régions du monde rapportent une
réduction de 17 & 48% des acces palustres et de 20% la mortalité infanto-juvénile qui lui est
associée (Alonso et al. 1991; Snatval. 1996). Des études estiment a 370 000 déces dus
directement au paludisme qui pourraient étre évités si une distribution a grande échelle de
moustiquaires imprégnées était conduite en Afrique sub-saharienne @alillL996). Dans

les régions a forte densité anophelienne, l'efficacité de cette technique est plus limitée, il est
nécessaire d’associer la lutte anti-vectorielle a d’autres moyens de protection.

Le développement des phénomenes de résistance des anopheles aux insecticides
d’'imprégnation (Chandrest al. 1999; N'Guessan et al. 2007) et leur influence supposée
négative sur I'immunité anti-paludisme chez 'homme (Mudieal. 2006) ont remis en cause
leur efficacité comme stratégie unique contre le paludisme (Trape 2001). A cet effet, de
nouvelles méthodes d’'imprégnation visant a réduire ces phénomenes de résistance ont été
mises en place. Il s’agit notamment de l'utilisation d’'un répulsif seul ou associé a un
insecticide non pyréthrinoide (Asidt al. 2005; Pennetieet al. 2007{Asidi, 2005 #723) et de
I'association d’'un pyréthrinoide et de produits appelés synergistes inhibant les enzymes de
détoxification des insecticides. L'utilisation d’autres insecticides est également développée
(Chouaibou et al. 2006).
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L’'OMS recommande un usage généralisé des moustapuamprégnées et appuie les
initiatives de distribution gratuite (RBM 1999). De remarquables progrés ont déja été
enregistrés dans le taux de couverture de certains pays. C'est ainsi qu'au Togo, le taux de
couverture est passeé de 2% a 54% en seulement 5 ans (CDC 2005).

Les problémes posés sur l'utilisation des moustiquaires restent essentiellement un probléme

d’acceptation et de codt.
La lutte génétique avec les moustiques transgéniques génére beaucoup de recherches

fondamentales mais son application ne semble pas envisagée pour le moment a grande échelle
(James 2005).

2.3 - Stratégies préventives de transmission

2.3.1 - Vaccins

La mise au point de vaccin dans le cadre des maladies a transmission vectorielle a
particulierement été développée dans le cadre de la lutte contre le paludisme. Peu de travaux

ont été recensés concernant la maladie du sommeil.

Vaccins anti-parasites

Les infections plasmodiales et trypaniques sont naturellement des infections
chronigues. Cela signifie que les parasites, au cours de leur évolution et de leur adaptation a
leur héte humain, ont su développer des stratégies efficaces pour échapper au systeme
immunitaire d'individus immunocompétents. La mise au point de vaccins contre les
plasmodiums et les trypanosomes est rendue particulierement difficile par le phénomene de
variation antigénique concernant les protéines de surface de ces parasites du a I'expression
alternative de certains genes ou bien dans d’autre cas, au réarrangement de site d’ADN du
génotype du trypanosome. lIs peuvent ainsi s’adapter a des changements d’environnement ou
échapper a une pression sélective telle que la réponse immune de I'homme, en changeant
périodiquement les glycoprotéines exprimées a leur surface ou a la surface des globules
rouges infectés par le plasmodium. Les parasites possedent de nombreux génes codant pour

des antigénes « exposés » (immunodominants) tels que les \pEn€$000 genes) chez

-62 -



La lutte contre les maladies d transmission vectorielle et ses [imites

Trypanosomaet var (50 genes)rif, stevor et Pf60 cheR. falciparum Les parasites peuvent
exprimer alternativement des formes sérologiques différentes de ces genes au cours de leur
développement chez un méme héte grace a une régulation génigue sophistiquée. La cinétique
du remplacement doit étre programmeée en sorte que le remplacement de la population des
parasites responsables de linfection doit apparaitre dans une sous-population minoritaire
avant que la population dominante soit détruite. Ces protéines de surface initient une réponse
immunitaire efficace, mais la variation des épitopes de ces molécules tres antigéniques permet
aux parasites d'échapper a la réponse humorale et cellulaire de I'h6te. Gleparum il a

éte estimé que 2% des parasites varient lors de chaque cycle érythrocytaire.

De plus, les populations parasitaires rencontrées dans une population humaine peuvent avoir
des phénotypes différents (diversité des espéces). Le polymorphisme phénotyplgue de
falciparumet deT. b. gambiens@eut également étre impliqué dans I'évasion immune. La
mise au point de vaccin est également rendue difficile par le fait que les parasites au cours de
leur développement chez I'homme, passent par plusieurs stades parasitaires caractérisés par
une composition antigénique différente et induisant des types de réponse immunitaire

différente.

Vaccins anti-trypanosome€oncernant les trypanosomes, au regard des difficultés liées aux
variations antigéniques, les recherches de candidats vaccinaux s’orientent vers l'identification
d’antigenes invariants impliqués dans le contrdle de 'immunité parasitaire ou des protéines
invariantes (enzymes, transporteurs...) uniques a ces parasites comme les récepteurs de
surface localisés au niveau de la poche flagellaire du parasite (Oetrath1994). Des
protéines intracellulaires invariables ont également été mises en évidence, c’est le cas par
exemple des MAPs (Microtubules Asociated Proteins) et plus particulierement de la p52 qui
est une protéine glycosomale. Des rats et des souris immunisés avec cette protéine ont
présenté une protection contre différentes souches de trypanosomes et le sérum de ces
animaux pouvait entrainer une agrégation des parasites in vitro (Balaban et al. 1995).
Toujours en utilisant des MAPs spécifiques au trypanosome, pl5, d’autres immunisations ont
été réalisées mais cette fois en utilisant comme vecteur vaccinal un adénovirus. Ce dernier a
permis de développer une réponse immunitaire non spécifique, en effet une protection
parasitaire in vivo a été obtenue tout en développant une prolifération des lymphocytes T
CD8+ (Rasoolyet al. 2004).
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Le concept de «vaccin anti-maladie » est égalerdéueloppé, l'inactivation de facteurs
pathogenes, grace a une réponse anticorps appropriée peut moduler la pathologie associée a
l'infection. Des facteurs immunomodulateurs tels que le TLTF (T-lymphocyte triggering
factor) qui induit une suppression des CD8+, et le TSIF (trypanosome Suppressive
Immunomodulatory Factor) qui supprime l'activation des macrophages et des LT sont de
potentiels candidats vaccinaux.

Le premier probleme de la thérapie vaccinale est la recherche de I'antigéne stable du parasite
permettant une réponse immunitaire suffisamment importante et efficace pour toutes les
souches. Cette recherche vaccinale semble pour l'instant assez aléatoire et aucun test n'a été

fait a grande échelle sur des animaux et encore moins chez 'homme.

Vaccins anti-PlasmodiumJusque dans les années 1990, les recherches pour la mise au point

de vaccins antipaludiques ont été menées principalement dans des modeles animaux
(Kwiatkowski et al. 1997) biaisant ainsi la sélection de candidats vaccins. Néanmoins, des
essais ont montré qu'il était possible de protéger des animaux (Stivadr2001), ou des
hommes (Alonso et al. 2004; Gravesal. 2003; Kesteet al. 2001) contre des infections
expérimentales ou naturelles avec des protéines recombinantes ou des vaccins ADN.
Actuellement, il existe au moins 94 candidats vaccins antipaludiques. lls sont dérivés de
seulement une vingtaine d'antigenes (Figure 26). Les candidats vaccins se distinguent d'abord
par les stades parasitaires auxquels les antigenes sont exprimés. De ces stades dépend I'effet
attendu du vaccin et le type de réponse immune susceptible d'étre protectrice.

Les vaccins contre les stades pré-érythrocytaires doivent induire la production
d'anticorps (Ac) neutralisant a titres élevés contre les sporozoites ou les schizontes hépatiques
(Stoute et al. 1997).e but est d'empécher toute libération de mérozoites dans le sang. Pour
induire une immunité chez des individus non-immuns, l'efficacité de ce type de vaccin doit
étre de 100%. Dans le cas contraire le vaccin ne pourrait que retarder de quelques heures a
quelgues jours la survenue de manifestations cliniques. Les vaccins en cours de
développement essayent d’induire une réponse Ac contre la@$BMSporozoite Protein),
une protéine immunogénique majeure du stade sporozoitre. Le vaccin RTS,S a donné les
résultats les plus encourageants au Mozambique dans les essais de phase Il (Alonso et al.
2004; Bojanget al. 2001) en protégeant 48% des acces palustres simples des 63 volontaires
infectés expérimentalement(Snounou et 2005). Cependant, la réponse Ac spécifique
observée dans les populations vivant en zone d'endémie est généralement breve et peu élevée.

Au Mozambique, chez des enfants, la vaccination par ce candidat a diminué de 45% le risque
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de nouvelle infection et de 30% le risque d'accégspa simple pendant 6 mois (Alonso et

al. 2004). Cet effet sur la morbidité aurait persisté au cours de I'année suivante (Alonso et al.
2005). Les résultats du méme essai clinique suggéraient une réduction de 57% du risque de
paludisme grave au cours des 6 premiers mois. Une part importante de l'efficacité de ce
vaccin pourrait étre liée a un effet non spécifique de son adjuvant, le ASO2A (Snounou et al.
2005). D'autres vaccins CSP en cours de développement n'ont pas encore dépassé la phase Il
(essais en zone endémique); aucun n'a donné de meilleur résultat que le RTS,S (Hill 2006);
D'autres candidats vaccins visent a induire une réponse a médiation cellulaire T (Thl) contre
les schizontes hépatiques. Ills incluent un ou plusieurs antigenes comme TRAP
(Thrombospondin-Related Adhesine Protein), LSA-ivgr Stage Antigen-1), LSA3 iver

Stage Antigen )3 SALSA (Sporozoite And Liver Stage Antigen), STARBpdrozoite
Threonine And Asparagine rich Protein) ou EXPEXported Antigen-1).

|]|:| Piglre
RO TRAP &
SporoZoite STARP
CSP SALSA
Mérozoite
Anophéle Homme

& 7O
Cycl Trophozoite
érythrocytaire

schizonte

MSP-1 AMA-1
MSP-2 EBA-175
MSP-3 RAP-175
MSP-4 RESA
MSP-5 EMP-1
Gametocytes GLURP

Pfs25-Pvs25
Pfs4548, Pfs230
Pfs16, Pfs28, P

Figure 26. Représentation schématique des antigenes candidats vaccins.

La mise au point d'un vaccin contre les stades érythrocytaires se heurte a différents
obstacles : les difficultés d'évaluation expérimentale chez I'homme, l'absence de modéle
animal pertinent, I'absence de corrélat immunologique de la protection, et la grande variabilité

antigénique des différentes souches plasmodiales. La principale cible de vaccins contre les
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stades sanguins asexués est le mérozoite. En gselgoendes, les mérozoites adhérent aux
globules rouges, se réorientent par rapport a la membrane érythrocytaire et modifient les
structures membranaires pour envahir les hématies en formant des vacuoles parasitophores.
lls échappent alors aux anticorps. Plusieurs protéines parasitaires sont impliquées dans ce
processus complexe (par exemple MSP-1). Elles sont exprimées en surface de la membrane
parasitaire et sont donc exposées aux anticorps pendant une trés bréve période. D'autres
antigénes parasitaires pourraient étre impliqués dans la physiopathologie du paludisme, dont
le neuropaludisme. Parmi ceux-ci, on retrouve des antigenes comme PfEMP-1 qui est codé
par les génesar caractérisés par une variation antigénique et qui seraient impliqués dans les
phénomenes de cytoadhérence des hématies parasitées a I'endothélium vasculaire. On
retrouve également le GPI (Glycosyl Phosphatidyl Inositol) qui serait impliqué dans la
libération de médiateurs pro-inflammatoires au moment de la rupture des schizontes. Les
hématies n'expriment pas les molécules du complexe majeur dhistocompatibilité (CMH 1 et
2). A ces stades, les parasites ne peuvent étre atteints que par des anticorps, par des réponses a
médiation cellulaire dépendantes des anticorps (ADCI & ADCC) ou par la lyse cellulaire
dépendant du complément. Les principaux antigenes candidats vaccins ayant atteint le stade
des essais cliniques sont MSPMe(ozoite Surface Protein-1), MSP-Blérozoite Surface
Protein-3), AMA-1 (Apical Membrane Antigen}lEBA-175 Erythrocyte Binding Antigen)

et GLURP (GLUtamate Rich Protein). Les candidats vaccins en cours d'études pré-cliniques
sont MSP-2, MSP-4, MSP-5, RAP-Rl{optry-Associated Protein), RESRIfg infected
Erythrocyte Surface Antigen), SERAHKrine-Repeat Antigen), PEMP-1 et une toxine GPI
synthétique dé®. falciparum

Dans leur ensemble, les résultats obtenus avec ces antigénes suggerent qu'un certain niveau
d'immunité pourrait étre acquis par vaccination mais que seuls les essais d'efficacité en zone
d'endémie permettront de savoir si ces vaccins contre des stades sanguins asexués sont
capables de protéger contre les acces palustres ou les formes graves du paludisme.

Enfin des anticorps dirigés contre des antigenes des stades sexués du parasite peuvent
empécher la fécondation dans I'estomac de I'anophéle et bloquer le développement du parasite
chez l'anopheéle vecteur. Un tel vaccin altruiste ne protégerait pas l'individu vacciné, mais
limiterait la transmission des parasites de 'homme au vecteur, et secondairement du vecteur a
I'homme. Si la couverture ou l'efficacité vaccinale ne sont pas totales, un petit nombre
d'individus infectés suffirait malheureusement a assurer la transmission du paludisme. De tels
vaccins, pourraient étre utiles dans les régions de paludisme instable, ou la transmission est

naturellement faible, en compléments d'interventions anti-vectorielles, ou en combinaison
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pour limiter la transmission des parasites échappaatréponse immune induite par un autre
vaccin antipaludique. PvS25 poBr vivaxet PfS25 poufP. falciparumsont les candidats
vaccins de ce type dont le développement est le plus avancé. Cet antigéne est capable
d'induire des réponses anticorps chez la souris, chez des primates non-humains et chez
'homme (essai de phase 1) qui bloquent la transmission d'isolats ou de souches a des
anophéles se gorgeant artificiellement sur membranes (Aragaala2005; Arevalo-Herrera
et al. 2005; Malkin et al. 2005). L'efficacité de ce type de vaccin n'a encore jamais été évaluée
sur des populations vivant en zone d'endémie.

L’exploration des mécanismes immunologiques expliquant limmunité "anti-
pathologie" correspondant a I'immunité de prémunition pourrait étre également une source
pour développer des vaccins mais aucune des réponses immunes connues ne permet

d’expliquer cette immunité de prémunition.

Vaccins anti-vecteurs

La faisabilité d’un vaccin anti-vecteur est basée sur le fait que le vecteur en ingérant le
sang de I'hnbte ingére aussi certains composants du systéme immunitaire qui peuvent rester
actif chez ce vecteur, jusqu'a trois jours chez les moustiques (Hatfield 1988). L'immunité
anti-vecteur a été en premier démontrée en 1939 contre laDEmeacentor variabilispar
immunisation d’animaux avec des extraits de tiques (Trager 1939).

Les vaccins contre les dipteres hématophages ont été considérés apres les années 1970 quand
il a été montré que l'inoculation répétées d’extraits de moustiques ou de mouches chez des
modeéles animaux pouvait réduire ou inhiber la prise du repas de sang, la transmission des
pathogenes (en visant une molécule du vecteur nécessaire au cycle du parasite dans le
vecteur), la fécondité et induire la mortalité du vecteur (Algeal. 1972; Gakhaet al. 2005;

Sunejaet al. 2003) La cible du systeme immunitaire doit étre essestiall vecteur, exposée

aux composants immunitaires ingérés au cours du repas sanguin, de faible abondance.
L’intestin moyen des insectes reste une cible privilégiée, il contient le repas sanguin et il fait
partie du systéme neuro-endocrinien et immunitaire des invertébrés (Lavae2008). Des

études ont montré que des Ac anti-intestin moyen ont des effets délétéres sur la prise de sang,
la fécondité (Ramasamgt al. 1988) et la survie des parasites dans le vecteur pouvant se
traduire par une diminution d’infectivité du vecteur aux pathogénes (Srikrisheia]

1995) Peu de molécules cibles spécifiques anti-vecteur ont été décrites sauf dans la médecine

vétérinaire aboutissant & la commercialisation du vaccin TickGARDJonsson et al.

-67 -



La lutte contre les maladies d transmission vectorielle et ses [imites

2000): les tiquedBoophilus microplusse gorgeant sur du bétail immunisé avec la protéine
recombinante Bm86 (protéine de microvillosité de cellule intestinaleB.denicroplu3
présentaient une réduction de la fécondité et une augmentation de la mortalité de la tique
(Willadsen et al. 1999). Ces composants peuvent avoir un effet |étal sur les vecteurs, une
augmentation de la mortalité a été observée @&rezstephensse gorgeant sur des souris
immunisées par des extraits d’'intestin moyen (Almeital. 1998). D’autres tissus peuvent
également étre la cible vaccinale car les Ac ingérés lors de la piqire peuvent migrer grace a
’hémolymphe des insectes. L’élaboration de vaccin ciblant des composés salivaires
antigéniques des vecteurs peut également étre une stratégie, ce sujet est discuté dans le

chapitre "5.6 — Approche vaccinale".

2.3.2 - Réduction du contact homme-vecteur

Il faut distinguer les mesures collectives qui correspondent a la lutte anti-vecteur
décrite précédemment "2.2 — La réduction des populations de vecteurs et du contact homme-
vecteur par la lutte anti-vectorielle” et les mesures individuelles correspondant dans le cas de
I'exposition aux glossines a une modification du comportement des hommes et dans le cas de
I'exposition auxAnophelesgar l'instauration de barriere mécanique empéchant ces vecteurs
de piquer (moustiquaires imprégnées, theme développé dans "2.2.2 — Lutte contre les
populations d'anopheles”).

Glossines : une prévention qui passe par la modification du comportement humain ?

Dans le cas de la THA, la densité de vecteur, n'est pas le facteur essentiel, certains
foyers peuvent étre entretenus par une faible population glossinienne si celles-ci ont des
contacts étroits et répétés avec 'homme. Les glossines ont une écologie tres liée a
'environnement, le contact entre 'homme et les glossines peut avoir lieu dés lors que
’homme s'introduit au niveau d’'un gite fréquenté par les glossines. D’'un point de vue
ecologique, ces rencontres sont favorisées au niveau des points d’eau ou la population
effectue les taches quotidiennes (activités ménageres, péche, cultures et baignades...).

Le contact homme mouche est trés variable d’'une région a l'autre et dépend de deux
conditions importantes, la limitation des déplacements des glossines et les possibilités pour la

mouche de se nourrir ailleurs que sur ’'homme. Si des animaux sont présents, 'lhomme a
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moins de risque d’étre piqué souvent. La rencomntiteedes deux protagonistes n’a pas de
caractére saisonnier au sens climatique, elle dépend surtout du comportement humain. En
saison séche, les animaux et les hommes fréquentent plus les points d’eau, en période de
grands travaux I'homme est plus présent dans les plantations/rizieres. Il est également
recommandé d’éviter le port de vétements sombres qui attirent les glossines, de fermer les
vitres des véhicules en déplacement, les glossines étant attirées par le mouvement.

La modification du comportement humain par un aménagement des activités dans le temps et
dans l'espace pourrait donc permettre de diminuer les rencontres homme-vecteur de
trypanosomes. Afin de mettre des modifications en place il est nécessaire de connaitre
I'écologie des espéces présentes dans la localité étudiée, il est donc nécessaire de connaitre

précisément les espéces incriminées.

2.3.3 - Chimioprophylaxie

Cette stratégie préventive est particulierement développée dans le cadre du paludisme.
La morbidité est principalement élevée chez les femmes enceintes et chez les enfants de
moins de 5 ans. Le traitement préventif intermittent consiste a administrer aux femmes
enceintes au moins deux doses d'un médicament antipaludique, actuellement la sulphadoxine-
pyriméthamine (SP), a chaque consultation anténatale programmeée apres le premier trimestre
de la grossesse, qu'elles présentent ou non des symptémes de paludisme. Il a été établi que ce
traitement préventif réduit considérablement le risque d'anémie chez la mére, ainsi que
I'insuffisance pondérale a la naissance (Valilgl. 2007).
Chez les enfants, I'administration intermittente et systématique d'antipaludiques (amodiaquine
ou SP, associée ou non a un dérivé de l'artémisinine) a titre prophylaxique est actuellement
évaluée dans des essais controlés menés dans différents payet{@is2006) (Greenwood
2006). Une premiére intervention a consisté en I'administration de SP + artesuriees
prises annuelles a I'ensemble des enfants de moins de cing ans résidant en zone de
transmission saisonniére courte du paludisme au Sénégal, en fonction du calendrier des pluies,
et non pas de celui des vaccinatio@stte intervention a pu conférene réduction de 86 %
du nombre d’acces palustres chez les enfants ayant bénéficié du traitement peeermif.
est en grande partie assimilable a une chimioprophylaxie espacée, a dose thérapeutique et de
courte durée. Du fait du petit nombre de prises d’antipaludiques sur lequel repose cette

nouvelle approche pour prévenir le paludisme, son colt est modeste et sa mise en ceuvre
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facilitée. Combinant deux antipaludiques différdets souches chimio-résistantes du parasite
ne devraient pas apparaitre trop rapideméefficacité de ce type de stratégie n'a pas encore
été évaluée dans le cadre de programmes de santé publique et son impact sur la sensibilité de

P. falciparumaux antipaludigues n'a pas encore pu étre apprécié.

Concernant la THA, la prophylaxie par la Lomidine (4mg/kg tous les 6 mois) a été
proposée mais son efficacité est discutée. De plus, l'inaccessibilité des personnes rend la

distribution difficile.

Remarque :
Dans les systemes de croyances caractéristiques des communautés rurales, ces maladies

invalidantes sont frequemment attribuées a des causes non médicales. Les efforts de lutte
reposant sur la participation locale sont parfois difficiles a mener lorsque les populations
estiment que ces maladies ne relevent pas de la médecine mais sont des affections contre

lesquelles les étres humains et la médecine moderne sont impuissants.
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3.1 - Evaluation du risque d’exposition

La morbidité et la mortalité des maladies a transmission vectorielle sont directement
lites a la transmission des parasites par un vecteur infecté et donc a I'exposition des
population humaines aux piqdres des vecteurs infectés.

Aujourd’hui les moyens d’évaluer I'exposition de I'homme aux différentes especes
d’anophéles et de glossines sont des méthodes d’échantillonnages entomologiques (captures
par pieges, "appat humains", imprégnation intra-domiciliaire d’insecticides pour I'étude de la
faune résiduelle, moustiquaires pieges, etc.). Des méthodes sérologiques complémentaires
sont également développées, elles permettraient, par I'évaluation de la réponse Ac spécifique
aux protéines salivaires des vecteurs, d'identifier les personnes exposées au risque de piqdres

par les vecteurs.

3.1.1 - Approche entomologique : évaluation de la densité des

populations de vecteurs

Méme s’il n'y a pas de proportionnalité stricte entre I'abondance du vecteur et
lintensité de transmission et entre le nombre de piqlres infectantes et la morbidité,
'échantillonnage des populations de vecteurs permet de caractériser leur abondance en
fonction du lieu et de la période. Ces études de terrain permettent de connaitre la nature, la
composition (sexe, age, état nutritionnel, état infectieux vis-a-vis du pathogéne...), la
distribution géographique, 'abondance, les variations saisonnieres de I'habitat et les densités
ainsi que I'écologie des vecteurs (degré d’anthropophilie et zoophilie, d’endo- et exophilie,
endo- et exophagie).

De plus, I'évaluation de la densité des populations adultes, donc du risque d’exposition aux
pigdres, est la premiére démarche afin de définir le risque de transmission (EIR). Cette étape
d’échantillonnage entomologique est essentielle afin de mieux définir les campagnes de
surveillance et de contrble effectives et sélectives des populations de vecteurs; cet

échantillonnage est également utilisé pour évaluer I'efficacité de la LAV (Qstiale2007).

Les insectes adultes sont capturés selon différentes méthodes élaborées et

standardisées a la suite d’études sur le comportement de ces insectes (Service 1977). La
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sélection des méthodes d’échantillonnage dépendadeurs basiques comme le codt, la

praticité et la reproductibilité, de I'objectif ainsi que le type d’insectes étudiés.

Captures sur appat humaifette méthode consiste a capturer les anopheles ou les glossines

adultes agressifs qui essaient de se nourrir sur les humains. Elle permet de connaitre les
variations saisonnieres et journaliéres, l'activité des vecteurs et de déterminer leur taux
d’agressivité. Cette technique est particulierement adaptée pour les espéces anthropophiles
(Le Goff et al. 1997) et représente donc la meilleure méthode d’échantillonnage pour évaluer
les densités de vecteurs piquant I'homme. On exprime alors la densité en nombre de
pigGre/homme/nuit. Il existe une variabilité inter-homme, chaque personne est plus ou moins
attractive (et adroite!), cing types de stimuli incitent une recherche de I'hGte par les
moustiques, le dioxyde de carbone, I'odeur de I'héte, stimuli visuel, la chaleur et la vapeur
d’eau (Mclver 1982). Une irrégularité des captures peut également étre observée dans le
temps, les conditions climatiques peuvent agir sur le comportement des insectes.

Pour des raisons éthiques, ces techniques sont déconseillées ou non approuvées par les
agences sanitaires (Rubio-Pabs al. 1992; Sithiprasasnat al. 2004)). Concernant les
Anophelesles risques d’infection peuvent étre évités, ou au moins réduits en faisant participer
les populations locales qui ont acquis un certain statut immunitaire les rendant réfractaires a

I'infection ou en leur donnant un traitement prophylactique.

Les pieges Cette méthode renseigne sur 'abondance des différentes espéces, elle est tres
utilisée, notamment pour les glossines. Mais elle ne permet pas de déterminer certains
parametres tels que I'agressivité, 'endophagie/exophagie des insectes capturés.

De nombreuses études ont évalué et comparé les différentes méthodes de piegeageiLe Goff

al. 1993; Mathengeet al. 2005; Mathenget al. 2004). De nombreuses variations entre les
pieges ont été observées et chaque méthode semble présenter des biais. Les méthodes seront
donc choisies en fonction des objectifs et du meilleur rapport colt /efficacité.

Faune résiduelle restantdnophelel: Cette technique consiste a recueillir le matin les

insectes, par pulvérisation d'insecticide, restés dans I'habitat. Cette méthode renseigne

préférentiellement sur les especes endophiles.

Limites : Toutes les méthodes d’échantillonnage des populations de vecteurs actuelles sont

sujettes a des biais. Les méthodes les plus adéquates et représentatives des populations adultes
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anthropophiles sont celles utilisant I'homme adcllenme appéat. Mais ces techniques se
heurtent a des problémes éthiques et a la grande complexité logistique. et il est
particulierement difficile d'estimer les densités réelles de vecteurs pouvant piquer 'homme
par rapport a I'échantillon obtenu au regard des différents parameétres pouvant influencer le
succes d’échantillonnage. L’extrapolation aux enfants, premiéres victimes de la morbidité
palustre est également difficile (Carnevateal. 1978), des facteurs de correction ont été
élaborés a partir des données obtenues pour les adultes dans une méme locaditéalPort
1980). Il est recommandé de capturer sur une période suffisamment longue (pi€égeage continu
de 4 jours) afin de réduire 'importance des fluctuations journalieres. Pour les anopheles,
I'effet de la luminosité de la lune pourrait également agir sur les collectes de nuit (Rubio-Palis
1992). Mais la population humaine n’est pas homogéne dans son degré d’exposition aux
pigdres des insectes vecteurs. L’intensité de leur exposition peut dépendre de leur mode de vie
(pécheurs, agriculteurs, ruraux ou citadins, migrants ou sédentaires), de leur pouvoir attracteur
(Takken et al. 1999), de leur distance aux gites larvaires (Smith et al. 2004). Les méthodes
entomologiques renseignent sur I'exposition moyenne des populations au sein d’'un méme
foyer mais ne permettent pas de mesurer I'hétérogénéité d’exposition entre individus. Par
ailleurs, ces méthodes présentent des biais (favorisant une population d'insectes suivant leur
écologie) et des limites (sensibilité, évaluation impossible a grande échelle, colts importants,
moyens lourds pour leur mise en place). Ces différentes limites sont encore plus importantes
dans un contexte de faible exposition au vecteur (sensibilité). Il serait donc nécessaire de
développer de nouveaux outils complémentaires permettant d'évaluer le risque d'exposition

des populations humaines aux piglres des insectes vecteurs.

En complément de I'échantillonnage, I'analyse du repas sanguin des vecteurs permet
de déterminer l'origine de I'h6te sur lequel I'insecte s’est nourri. Cette technique consiste a
détecter dans le sang absorbé par les vecteurs des Ac spécifiques d’'un certain nombre d’hétes
potentiels (homme, bceuf, mouton, poule, cheval, porc...).

Pour I'échantillonnage des stades immatures, les technigques sont variables suivant la

biologie des espéces recherchées, pour les moustiques les lieux de pontes aquatiques seront

recherchés, pour les glossines, des études de sol sont nécessaires.
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3.1.2 - Approche sérologique

Les techniques entomologiques de référence ne sont pas standardisées et de hombreux
facteurs biotiques ou abiotiques peuvent biaiser I'échantillonnage. Le développement de
stratégies alternatives serait nécessaire afin d’optimiser I'évaluation de I'exposition a un
niveau individuel au regard de I'hnétérogénéité d’exposition discuté ci-dessus et permettrait
également d’augmenter la spécificité a un vecteur donné. Depuis quelques années,
I'évaluation de la réponse Ac spécifique a la salive des vecteurs semble étre un indicateur
immuno-épidémiologique encourageant pour évaluer I'exposition aux piqdres de ces vecteurs.
Ce sujet sera développé dans le chapitre "5.8 — Marqueur immunologique d'exposition aux

piqdres des vecteurs".

3.1.3 - Approche environnementale intégrée

Les arthropodes vecteurs sont trés sensibles aux conditions environnementales (climat,
paysage) qui régulent leur dynamique de population. Ces parameétres ont également un impact
important sur les dynamiques de transmission de la maladie. L'environnement peut étre
caractérise, de maniére directe ou indirecte, par des images de télédétection. L'utilisation de la
télédétection dans le domaine de la santé peut permettre d'identifier des zones et des périodes
a risque de maniere a ce que les efforts de contrble et les stratégies d'intervention soient les
plus efficaces et ciblées possible. Cette discipline consiste a mettre en relation des parametres
environnementaux dérivés d'images de télédétection avec des données concernant soit la
maladie (prévalence parasitaire) soit l'insecte vecteur (distribution des vecteurs par des
données entomologiques) (Kallati al. 2007). Ces données doivent étre géo-référencées pour
pouvoir étre comparées aux parametres obtenus a partir dimages satellitaires, tels que
l'occupation des sols, la température, les indices de pluviométrie, la végétation (Beck et al.
2000). Les systemes d'information géographique (SIG) sont de plus en plus utilisés pour la
cartographie des maladies, I'étude des risques d'exposition et la surveillance en santé publique.
Un SIG est un outil informatique permettant le recueil, le stockage, l'intégration, I'analyse et
la restitution des données géo-référencées. Il permet de manipuler et de gérer des objets
géographiques provenant de sources et de natures différentes. Il facilite I'analyse des relations

environnement et santé.
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Des approches différentes peuvent étre distinguedésnetion du degré de connaissance que

l'on a sur la maladie. Lorsque I'épidémiologie de la maladie est bien connue, la télédétection
est utilisée comme un outil de cartographie du risque épidémiologique. La modélisation peut
permettre d'établir des modeéles prédictifs de I'occurrence spatiale et temporelle de la maladie
pour mieux anticiper le risque d'émergence (Rogers 2006). Par contre si les connaissances sur
la maladie sont incomplétes, la télédétection constitue une source d'information
supplémentaire pour améliorer la compréhension de I'épidémiologie de la maladie et des
associations entre la distribution de la maladie et I'environnement. Des méthodes statistiques
sont alors utilisées pour tester les relations entre les parameéetres dérivés des données de
télédétection et les données sur la distribution de la maladie. D'autres paramétres
"environnement" issus de sources d'information géographique différentes (données
meéteorologiques...) peuvent étre inclus dans l'analyse. L'inversion des corrélations permet
d'obtenir soit des cartes de risque, soit la prédiction des périodes a risque épidémique. Par
exemple, l'analyse de Beck permet de cartographier les villages les plus a risque pour le
paludisme dans la région du Chiapas au Mexique (Beck et al. 1994).

Des études se sont intéressées a prédire la distribution et I'abondance des populations des
AnophelegLindsayet al. 1998) en Afrique. La modélisation de la distribution des glossines a

été rapportée avec une exactitude de 80% (Rogers 2000; Rbgkrd 996). Par ailleurs, des
données climatiques ont permis de modéliser les taux de naissance et de létalité des glossines

et leur densités (Rogers 1979).

3.2 - Evaluation du risque de transmission

Complémentairement au risque d’exposition, il est possible d’évaluer le risque de
transmission des pathogenes a ’homme par I'étude des insectes vecteurs ou directement chez
'homme. La transmission dépend de la présence d'insectes compétents (bonne capacité
vectorielle), de leur taux d'infection par les pathogénes et de l'intensité du contact homme-
vecteur (nombre de piglres recues). Il existe donc une relation directe entre le degré

d'exposition et la transmission de la maladie.

3.2.1 - Indice de transmission entomologique

Des indices entomologiques permettant de quantiiieensité de transmission de

falciparum a I'nomme ont essentiellement été développés afin d’évaluer I'hétérogénéité
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spatiale de transmission. Le principal indice cqroesl a la mesure du taux entomologique
d’inoculationpar unité de tempgEIR= Entomological Inoculation Rate) (Macdonald 1957).
Cet indice correspond au nombre de piqdres infectantes que recoit un homme par unité de
temps dans un site donné, ce qui est actuellement la seule fagcon d’évaluer la dynamique de

transmission du paludisme (Burkeital. 1995);

Cet indice est défini par la formule : EIR =ma.s

Ou ma = nombre de piglres donc le nombre moyen de vecteurs piquant un homme par
unité de temps. « ma » dépend essentiellement du nombre de gites larvaires potentiels,
de la productivité en anopheles des gites et de I'exposition de ’'homme.
ma est évalué a partir des captures entomologiques (piégeage, appat humain,

pulvérisation intre-domiciliaire).

S = indice sporozoitigue (=IS) donne le pourcentage d’'anophéles porteurs de
sporozoites dans les glandes salivaires. Sabtient directement par dissection des
glandes salivaires des moustiques capturés pour visualiser la présence de sporozoites
ou par la recherche de I'antigéne circumsporozoitique (CSP) par une méthode ELISA
dans la téte et le thorax de I'anoph@erkot et al. 1984).

Difféerentes études ont montré une grande variabilité des valeurs de 'EIR a travers I'Afrique
(Gilles 1993). L’EIR peut atteindre une valeur de 1000 dans les régions holo-endémiques et
peut étre inférieur a 1 dans des pays hypo-endémiques sahélio-soudaniens ou dans des
contextes urbains. Entre ces extrémes on trouve des zones de paludisme saisonnier instable
comme dans la majeure partie de I'Asie et de ’Amérique latine ou ces taux se situent au-
dessous de 10, et souvent autour de 1 ou 2, et des zones de paludisme stable mais a
recrudescence saisonniére, rencontrées dans la majeure partie de I'Afrigue de I'ouest ou ce
taux se situe entre 10 et 100. Cet indice doit étre envisagé en fonction de la répartition des
pigires dans l'année et entre les différentes années. En effet, suivant les modalités de
transmission, les anopheles peuvent étre présents régulierement au cours de l'année
(paludisme stable) ou bien concentrés a certaines périodes, comme la saison des pluies par
exemple (paludisme instable).

La mesure de 'EIR n’est pas standardisée et sa mesure dépendra essentiellement de la qualité

des captures entomologiques (Githedoal. 1996). Dans un contexte urbain, ou les hotes
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humains prédominent, il est préférable d’'utilisee uechnique de capture sur appat humain,

la forte disponibilité en hétes pourrait « détourner » les anoptiégepieges lumineux.

La relation entre EIR et la morbidité n’est pas clairement établie (Smith et al. 2001), le
rapport entre le taux d’inoculation entomologique et la prévalence du paludisme est toutefois
complexe et dépend de la nature de I'immunité contre le paludisme, de l'acquisition et de la
perte de cette derniére, et de la disponibilité ou non d’'un traitement médicamenteux efficace.

Concernant I'évaluation du risque de transmission par les glossines, un indice de risque
a été défini par Laveissiére dans les foyers de maladie du sommeil, utilisant le nhombre de
glossines ténérales capturées par piége et par jour, la densité apparente par piege et par jour, le
nombre de repas sanguins sur ’lhomme et le taux de mortalité quotidien (Lavesssaére
1997). Cet indice a permis de repérer les sites de transmission majeurs de la maladie du
sommeil dans les foyers actifs. Pour étre plus proche de la définition de la capacité vectorielle,
il devrait cependant tenir compte de I'évolution du parasite chez le vecteur. Le taux

d'infection des glossines est mesuré par dissection de leurs glandes salivaires.

3.2.2 - Indice de transmission évalué chez homme

Chez I'homme, ['évaluation de lintensité de transmission est basée sur lindice
épidémiologique de prévalence qui correspond a la proportion de sujets porteurs de parasites
dans un site et a un temps donné. Les indicateurs du taux de prévalence sont obtenus par
recensement des taux de parasitémie par les différentes techniques de diagnostic décrites dans
le chapitre précédent "2.1 — La réduction de la charge parasitaire". La prévalence et
l'incidence parasitaires n'auront pas les mémes répercussions en tant qu’indices dans le cadre
du paludisme ou de la THA. Dans le cas de la THA toute mise en évidence de la présence de
parasite est importante. Le dépistage actif par des équipes mobiles en complément des études
entomologiques reste la meilleure stratégie afin de localiser les personnes infectées et les
foyers ou les parasites circulent. Dans le cas du paludisme, dans les zones de forte
transmission, plus de 90 % des porteurs sont asymptomatiques et au regard de leur immunité
de prémunition développée, peu de personnes déclencheront des acces séveres.

La prévalence est évaluée par l'indice parasitaire: un sujet positif aura au moins un parasite
dans deux cents champs de gouttes épaisses lors de I'examen microscopique dans le cadre du

paludisme. On définit également la densité parasitaire qui correspond au hombre de parasites
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par microlitre de sang chez un porteur de paras#edDP se calcule en comparant le nombre
de parasites par champs ou par nombre de leucocytes (en général sur 200 leucocytes) ou
d'hématies.

L’étude de la réponse Ac contre certains antigemssstiides pré-érythrocytaires et
erythrocytaires dé°. falciparumsemble représenter une «image» du degré de transmission.
Des protéines des stades précoces (CSP, TRAP, LSAL, SALSA...) considérées pour leur
activité immunogéne et leur relation avec la transmission pourraient étre de bons marqueurs
d’évaluation de l'intensité de la transmission. En effet, dans les années 1990, il a été suggeére
gue les réponses IgG contre des antigenes du stade mérozoite et spororozoite pourraient étre
utilisées comme des marqueurs sérologiques de transmission (Raneasdnip94; Webster
et al. 1992). Ces méthodes permettaient de distinguer une dynamique de transmission en
fonction de la saison et de différencier des foyers avec une forte ou faible exposition au
paludisme. Mais les limites majeures de ce type de marqueur immunologique quand il est
évalué chez des enfants, étaient liées aux trés faibles niveaux de réponses Ac (trés faible titre
Ac) et au fort polymorphisme antigénique entre les souchadenodiumRamasamyt al.

1994).

Remarque:
En Afrique, les statistiques sanitaires sont trop incertaines pour dresser un état du nombre de

cas exacts, Dans le cadre des 2 modéles étudiés, I'asymptomatisme de longue durée dans les
premiers stades des infections ne rend pas efficace une surveillance passive. Cela est vrai pour
la maladie du sommeil ou en plus d'une phase asymptomatique de longue durée s’ajoute un
diagnostic difficile a établir. Le dépistage exhaustif des populations par la mise en place de
prospections médicales par des équipes mobiles qui vont a la rencontre des personnes est
strement le meilleur moyen pour identifier les populations exposées et de détecter tous les cas
de trypanosomiase (en premiére comme en seconde phase), et de les traiter afin de minimiser
la transmission. Différentes études ont montré que des programmes de dépistage et de
traitement diminuaient I'incidence de la THA (Bruneglal. 1994)(Simarro et al. 1991). La
détection des personnes parasitées doit étre la plus précoce possible. La mise en place
d’observatoires sentinelles basés sur la collecte des données dans les structures de soins est
une action essentielle dans le systeme de surveillance. Dans les régions de paludisme stable,
90% des porteurs sont asymptomatiques, ils ne seront pas comptabilisés si ce n'est lors
d'enquétes épidémiologiques spécifiques de prévalence. Un bon systeme d’information

sanitaire est indispensable afin de collecter les informations entre les différentes instances
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sanitaires et de les centraliser au niveau des platsnaux de lutte. Les périodes de guerre
ou d'instabilité politique peuvent influencer les systemes de santé, des modifications
climatiques favorisant la transmission comme une augmentation de la pluviométrie peuvent

étre a l'origine d’épidémies (Lindblad al. 1999).
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La transmission des pathogenes par un arthropode vecteur entre deux hétes a
communément lieu lors d’'un repas sanguin. Chez la majorité des arthropodes vecteurs dont
les moustiquesedesCulexet Anophelesseule la femelle est hématophage, elle a besoin des
protéines contenues dans le sang pour la maturation de ses ceufs (Clements 1992). Ce
dimorphisme, quand il existe, a des conséquences sur la morphologie des glandes salivaires et
sur la composition des sécrétions salivaires (Janzen et al. 1971). Les glandes salivaires des
moustiques sont des organes pairs localisés au niveau du thorax. Chaque glande est constituée
de trois lobes: deux lobes latéraux et un lobe médian (Figure 27). Les glandes salivaires des
males sont plus petites, 1/5 de la taille de celles des femelles et ne sont constituées que d’un

seul type cellulaire (James 1994).

Les glandes femelles montrent une histologie complexe avec de nombreux types cellulaires.
Les lobes distaux-latéraux et medians, régions associées a la sécrétion de protéines salivaires
nécessaires au repas sanguin, sont uniqguement retrouves chez la femellee{ 1391,
Rossignol et al. 1984). Chez certaines especes d'arthropodes, les deux sexes sont
hématophages (tigues, glossines). Néanmoins une différence dans la composition salivaire a
été observée entre les glossines méles et femelles §Li2001).

Figure 27. Paire de glandes salivaires. gambiaadulte femelle. Les lobes médian (M),
proximaux-latéraux (PL) et distaux-latéraux (dl) sont indiqués.
D'aprés (Lombardet al.2006).

Deux techniques de prélevement de sang ont été décrites chez les arthropodes
hématophages (Lavoipierre 1965). Les arthropodes dits solénophages (moustiques et
punaises) prélevent le sang directement dans le capillaire sanguin grace a des appendices
longs qui permettent de perforer les tissus de I'hGte et les arthropodes dits telmophages

(glossines, phlébotomes, simulies, tiques) prélévent le sang a partir d’hémorragies créées par
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rupture physique des tissus et des parois vascsllgiréce a leurs appendices courts et
lacérants.

La durée du repas sanguin est variable selon les espéces d'arthropodes: il dure de
guelques minutes chez I&ulicidae a plusieurs semaines chez les tiques. L'insecte doit
localiser dans un premier temps un vaisseau sanguin, c’est la phase de "probing" (Gillett
1967; Ribeiro et al. 1985). Elle consiste en un tatonnement du derme par les piéces buccales
de linsecte, le labium pénétre et recherche activement un capillaire sanguin. Une fois le
vaisseau localisé, l'insecte se nourrit de sang. La pénétration du labium au moment du
probing ou de la prise de sang engendre une réponse de la part de I'hGte vertébré de type
hémostatique (agrégation plaquettaire, coagulation et vasoconstriction), inflammatoire et
immunitaire ; ces réponses naturelles permettent de minimiser les pertes de sang des
capillaires, veinules et artérioles en quelques secondes. Les insectes hématophages doivent
pouvoir contrer les trois réponses de I'héte pour mener a terme le préléevement de sang. Pour
cela, ils injectent des microquantités de salive dans I'espace extravasculaire de la peau a
plusieurs reprises durant la pénétration des piéces buccales (Amino et al. 2007; Ribeiro et al.
1984). Les pathogenes sont transmis lors de cette sécrétion de salive au niveau du derme de
I'hote.

On estime que les moustiques injectent 50 a 60% de leurs facteurs salivaires actifs pendant le
repas et qu’ils en réingérent environ 20%, en laissant donc 30 a 40% ce qui équivaut a environ
0.4 paires de glandes salivaires injectées dans la peau (Wasserman et al. 2004). Concernant
les glossines, chaque glande salivaire contiendrait environ 4ug de protéines salivaires solubles
et 50% serait injecté au moment de la piglre (Van Den Able¢ele2007). La transcription

des protéines salivaires a lieu dans les 48h suivant le repas sanguin alors que chez les
moustiques, le maximum de cette synthese est observée uniquement 48h apres le repas de
sang (Yoshidat al. 2006).

Les contraintes imposées aux insectes hématophages par la réponse hémostatique des
vertébrés ont amené les insectes, au cours de leur évolution, a mettre en place des stratégies
efficaces contre les réponses de leur hote préférentiel, expliquant la diversité des protéines
salivaires (structure et fonction) entre les différents insectes hématophages (Champagne 2004)
(Ribeiro 1995). Les stratégies, incluant au moins un anti-plaquettaire, une substance
anticoagulante et un composé vasodilatateur, ont évolué indépendamment mais de maniére
convergente apres la séparation des sous familles. Néanmoins certaines protéines salivaires

sont communes a beaucoup d’espéeces.
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Certaines protéines salivaires ont des propriétés immunogéniques pouvant entrainer
une immunomodulation au niveau du site de piqlre. Ces modifications peuvent avoir des

conséguences sur la transmission et le développement des pathogenes chez I'hote vertébre.

4.1 - Propriétés pharmacologiques

4.1.1 - Inhibition de I'agrégation plaquettaire

L’agrégation plaquettaire est la premiere ligne de défense de ’'homme pour éviter la

perte de sang lors d’'une blessure, elle se met en place trés rapidement.

Figure 28. Formation du thrombus blanc.
D'aprés (Boneuet al.1997).

La Iésion de I'endothélium par les pieces buccales entraine une libération d’ADP
(Adénosine Di Phosphate) par les cellules endommageées et de collagene par les cellules sous-
endothéliales. Les plaquettes, présentes dans le sang, réagissent a cette augmentation d’ADP
en adhérant entre elles et au sous endothélium, elles s’activent. Elles changent alors de
conformation et vont libérer le contenu de leurs granules. Les granules denses contiennent
notamment de I'ADP, de la sérotonine et du thromboxane A2 (TXA2). L’ADP renforce
'agrégation plaquettaire (Shatgt al. 1994) tandis que la sérotonine et le TXA2 provoquent
une vasoconstriction qui participe a I'hémostase en diminuant le flux sanguin. Ces
mécanismes se traduisent par une agrégation plaquettaire qui forme le thrombus blanc (Figure

28). Ce dernier est alors limité au niveau des Iésions endothéliales par des prostaglandines et
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'Endothélium-Derived Relaxing Factor (EDRF), rétootrole qui empéche tout risque de

thrombose. D’autres agonistes, comme la thrombine, peuvent activer les plaquettes.

La salive des insectes contient des molécules anti-agrégantes pour fluidifier le sang et
permettre ainsi une prise du repas sanguin plus rapide et complete. Les différents travaux ont
montré I'existence d’'une diversité de nature, de structure et du mode d'action de ces protéines

en fonction des espéces comme indiqué dans la figure 29.

Figure 29. Effet de la salive des arthropodes vecteurs sur I'agrégation plaguettaire
D'aprés (Andradet al.2005).

Apyrase

L’apyrase est la protéine la plus communément retrouvée entre les espéces hématophages, elle
a eté décrite chez de nombreuses espéces d’arthropodes. Elle hydrolyse I'ADP et I'ATP en
AMP et en phosphate inorganique, permettant ainsi de diminuer le taux d’agoniste ADP au
niveau du site de lésion et donc de minimiser I'activation des plaquettes. Elle intervient
également dans l'inhibition de la réaction inflammatoire (Ribeiro et al. 1991).

Deux types d’apyrase ont été décrits. Chez Aedes aé@y@atmpagnet al. 1995), Anopheles
(Arcaet al. 1999)Culex (Nascimento et al. 200@}lossina morsitangvan Den Abbeelet

al. 2007) etTriatoma (Faudryet al. 2004), cette protéine appartient a la famille des 5'-
nucléotidases. Une apyrase appartenant a une nouvelle famille de protéines a été observée

chez d’autres insectes tels gdenex lectulariuset chez les phlébotomes (Valenzuetaal.
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2001; Valenzuela®t al. 1998) et chez les phlébotomes {Valenzuela, 2001 #40). Ces 2 genres
d'apyrase different, suivant les espeéces, par leur pH optimal d’action et dans la nature des
cations divalents requis pour leur activation (Ca2+ ou Mg 2+) (Ribeiro 1987).

Cette protéine est également retrouvée chez les simulies (€ualb 1997) etRhodnius

(Sarkis et al. 1986). Elle est exprimée préférentiellement dans le lobe distal des glandes
salivaires des femelles (Smaett al. 1995) alors que les moustiquesdesmales présentent

un taux de cette protéine vingt fois inférieur (Ribeiro et al. 1984). Elle semblerait absente
chez les malegnopheleg(Calvo et al. 2006). L’apyrase a une grande importance dans le
comportement alimentaire des moustiques. En plus de ses propriétés anti-hémostase, elle
intervient dans le contrdle du temps de probirdnd’gambiagBoisson et al. 2006). En effet,

une relation inversement proportionnelle a été remarquée entre le taux d'apyrase et le temps
de probing (Ribeiro et all985).

Autres anti-plaguettaires

La pallidipin detriatoma pallidipensigNoeske-Jungbluét al. 1994) et la moubatine d’'une
espece de tiqgue (Waxman et al. 1993) sont des protéines de la famille des lipocalines. Elles
inhibent I'agrégation plaguettaire en agissant sur le collagene (Moetf@it 2000). Chez
Glossina morsitans morsitandeux inhibiteurs de I'agrégation plaquettaire ogtidentifiés,

'un d’eux ayant aussi une activité anti-thrombine (Metrdl. 1981)

4.1.2 - Inhibition de la coagulation

Parallelement a I'agrégation plaquettaire, le mécanisme de coagulation proprement dit
va se mettre en place : le fibrinogene du plasma va étre transformé en un réseau de fibrine
insoluble qui va consolider le caillot plaquettaire. Ce processus fait intervenir une cascade
d’activation de précurseurs circulants inactifs qui doivent étre clivés (perte d’'une partie de
leur chaine protéique) pour étre activés (Figure 30). Les facteurs plasmatiques, désignés par
des chiffres romains de | a X (suivis d’'un "a" quand ils sont activés) sont essentiellement
synthétisés par le foie. Les facteurs Il, VII, IX et X se comportent comme des enzymes du
groupe des sérines protéases et sont capables d’activer d’autres facteurs. Les facteurs V et

VIl sont des cofacteurs.

Le déclenchement de la voie de coagulation extrinséque ou exogéne est essentiellement di a

la libération du facteur tissulaire a partir des cellules lésées. Le facteur tissulaire est une
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glycoprotéine qui est exprimée a la face externentmmbranes des cellules endothéliales. En
présence de phospholipides membranaires et de calcium, il initie la cascade en activant le
facteur VII. L'activation de la voie endogene ou intrinséque (systeme contact) est médiée par
le complexe prékallikréine — HK (hight molecular weight kininogen) qui active le facteur XIlI
(Rojkjaer et al. 1999). La cascade résulte en la production de thrombine (facteur Ila) sous
l'influence du facteur Xa. La thrombine va permettre aux chaines de fibrinogene de s’associer
et de polymériser en un réseau de fibrine insoluble. Le fibrinogéne est synthétisé par le foie et
est retrouvé en quantité abondante dans le plasma (2 a 4 g/L). La thrombine permet également

I'activation directe des plaquettes et du facteur Xlll. Ce dernier va alors stabiliser le caillot de

fibrine.
[ Intrinsic pathway ! | Extrinsic pathway
o _":M“_ ) ) ) I o - . _:‘am‘“aril‘]uw -
Prekaltikrein | b
Sarfce
Factor X101 Factor Xk

Vissue factor (TF)
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Figure 30.Voies de coagulation chez 'homme.
D'aprés (Daviest al. 1991).

Les insectes hématophages ont mis au point des stratégies afin de détourner le
processus de coagulation. Certains produisent des facteurs anti-coagulants, d'autres
synthétisent des molécules qui interagissent a différents niveaux dans la formation du caillot.
Elles ciblent spécifiquement les protéines de type sérine-protéases ou les complexes de la
cascade de coagulation dans le but de bloquer ce processus le temps que le moustique prenne

son repas sanguin (Valenzuela 2002) (Figure 31).
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Inhibition des facteurs de la cascade de coaqulation

La thrombine est un élément indispensable a la coagulation de I'hnomme: elle accélere la
cascade de coagulation, transforme le fibrinogéne en fibrine et stimule directement

'agrégation plaquettaire.

Figure 31. Effet de la salive des arthropodes vecteurs sur la cascade de coagulation
D'aprés (Andradet al.2005).

L’anopheline deAn. albimanus(Francischettiet al. 1999; Valenzuelat al. 1999) et des
composeés salivaires de tiques (Anastopostosl. 1991)(Hoffmann et al. 1991), de triatomes
(Noeske-Jungbluet al. 1995) et d&lossina morsitangParkeret al. 1979) ont une action
directe sur la thrombine. Le tsetse thrombin inhibitor (TTI, 32 aa) est le composé majeur
retrouvé dans les glandes salivaires@lessina morsitans morsitar{€appello et al. 1996;
Cappello et al. 1998).

L’inhibition des autres facteurs de coagulation a également été rapporté€ulicidae
possedent une molécule qui inhibe directement le facteur Xa en présence de Ca2+ (Stark et al.
1998). Une activité anti-Xa a également été reportée chez de nombreux vecteurs : les tiques
(Jordan et al. 1990), Culicoides (Perez de Leon et al. 18e8)lium vittatun{Abebeet al.
1995)(Jacob®t al. 1990) et chez les glossines (Cappello et al. 1996). L'inhibition d’autres
facteurs de coagulation (anti-Va, -Vlla, —Vllla, -IXa et -Xlla) a été reportée chez d’autres
espéeces (Campa al. 2004). Une protéine anticoagulante de la saliiehdmlnius prolixus

(prolixine-S) correspondant a la nitrophorine 2, molécule vasodilatatrice, inhibe la voie de
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coagulation intrinseque et extrinseque en empédtantivation du facteur X en se liant au
facteur VIl ou IX (Ribeiro et al. 1995).
Des protéines appartenant a la famille D7 interviennent également dans l'inhibition de la

coagulation. La description de ces protéines est faite dans un prochain chapitre.

4.1.3 - Vasodilatation

Le sang n’est pas trés abondant au niveau de la peau des vertébrés, il représente moins
de 5% du volume total de la peau (Ribeiro 1987). Des adaptations sophistiquées des pieces
buccales et de la salive des insectes ont donc été nécessaires afin d’accélérer la recherche des
vaisseaux et le temps de prise du repas, diminuant ainsi le temps de contact entre les deux
protagonistes. La salive contient des substances vasodilatatrices qui dilatent les vaisseaux au
voisinage du site de piqlre et accélérent le flux sanguin. Ces substances peuvent également
annihiler I'effet des vasoconstricteurs endogéenes (TXA2 et sérotonine) libérés par I'activation

des plaquettes. De nombreux vasodilatateurs ont été caractérisés au niveau moléculaire.

Catechol Oxidase/peroxidase

Les moustiqguesnopheleqAn. albimanuset An. gambiag sécretent une myéloperoxydase a
activité catechol oxidase/peroxidase qui permet la production de peroxyde d’hydrogéne
(H20,) utilisée pour oxyder et détruire la sérotonine et la noradrénaline, des vasoconstricteurs

produits par I'héte (Ribeiro et al. 1993).

Peptides a action vasodilatatrice

Certains arthropodes utilisent des peptides ou des petites protéines qui interagissent avec les
récepteurs endogéenes des vertébrés.

Le maxidilian (MAX), découvert chekutzomyia longipalpaligLerneret al. 1992), est un
vasodilatateur a action persistante qui présente également des propriétés immunogéniques
impliquées dans I'exacerbation de la pathologie de la leishmaniose €Tials 1988). Les
phlébotomes de I'ancien mondEBhlebotomus papatgseux ne possedent pas la protéine
maxidilan mais ils accumulent dans leur salive des amines (adénosine et AMP)
vasodilatatrices (Ribeiret al. 1999).Similium vittatumpossede un peptide de 15 kDa

comparable au maxidilan (Cupp et al. 1998).
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Les moustiques du genwsedespossedent deux tachykinines appelées Sialokinine 1 & 2
(Champagneet al. 1994; Ribeiro 1992) qui miment I'action de la substance P, peptide
endogene, qui stimule la production de I'oxyde nitriqgue (NO) par les cellules endothéliales,
engendrant une dilatation des vaisseaux sanguins. Ces peptides possedent des activités
immunomodulatrices, elles modulent l'activation des macrophages et la présentation
d’antigénes (Brunellesclet al. 1990) (Eglezost al. 1991).

Oxyde nitrique

L’activité vasodilatatrice de la salive &hodnius prolixus montré des ressemblances avec

les nitro-vasodilatateurs qui libérent du NO dans le sang (Ribeiro et al. 1990). Quatre
protéines transporteuses de NO ont été mises en évidence dans la Saheeniesprolixus

. les nitrophorines (NP 1-4, environ 20kDa) (Champagnal. 1995; Ribeiro et al. 1994).

Elles sont stockées dans le lumen des glandes salivaires, le NO est synthétisé par une NO
synthetase intracellulaire. Ces protéines a heme permettent de lier, de stabiliser et de relarguer
le NO dans des conditions particulieres (Ribeiro et al. 1993). Les nitrophorines peuvent étre
classifiées en 2 catégories : NP1 et NP4 (90% d’identité) dissocient le NO au niveau du site
de piglre tandis que NP2 et NP3 (79% d’identité) diffusent le NO plus longtemps et donc
plus largement (Andersen et al. 2000).

Les nitrophorines ont également une activité anti-histaminique (Ribeiro et al. 1994).
L’histamine se lie a I’'hneme sur le méme site de liaison que le NO (Weiehakl1998). Ce
mécanisme inhibe la détection par I'hnomme de 'augmentation d’histamine relarguée par les
mastocytes au niveau du site de piglre pour signaler la détérioration des tissus, au moins le
temps que l'insecte ingére son repas. NP2 présente également des propriétés d’inhibition du
facteur Xa (Zhanget al. 1998). Un systeme de stockage et de relarguage de NO a aussi été

retrouvé chez le vecte@imex lectularius (Valenzuekt al. 1998).

Prostaglandines

Les tiques produisent une grande quantité de prostaglandines dont PG-E2 et PG-F2 (Bowman
et al. 1996; Dickinson et al. 1976; Ribeiro et al. 1992). Ces substances ne sont pas stockées

dans les glandes salivaires, mais sont produites constitutivement au cours du repas.
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4.1.4 - Inhibition de la réaction inflammatoire

La destruction des tissus par les pieces buccales des insectes entraine également la
mise en place d’'une réaction inflammatoire de la part de I'homme. Elle se caractérise par la
triple réponse de Lewis : douleur, chaleur, rougeur ; les deux derniers signes résultant d’une

vasodilatation locale.

Le complexe prékallikréine — HK et le collagene libéré par les cellules Iésées vont activer la
voie endogéne ou systeme contact (Figure 30) qui libere de la bradykinine, un médiateur de
'inflammation, responsable d'une vasodilatation, d’'une augmentation de la perméabilité
vasculaire et de la sensibilité a la douleur (Colman et al. 1997). L'ATP libéré par les cellules
lésées active les polynucléaires neutrophiles qui s’accumulent et dégranulent au niveau du site
de blessure (O'Flahertget al. 1994). lIs liberent des cytokines (IL-1, IL-6 et TWF
responsables aussi de I'augmentation de la douleur (Cook et al. 2002). La sérotonine et de
I'histamine libérées par les plaquettes et les mastocytes sont également impliquées dans
I'exacerbation de la douleur et elles augmentent la perméabilité des vaisseaux. De nombreuses
molécules interagissent pour générer la douleur qui accompagne linflammation (Millan
1999). Les insectes possédent au sein de leur salive des composés capables d’inhiber la
sensation de douleur percue par I'héte provoquée par la piqlre. La salivgatsma
infestansinhibe l'activité des canaux a sodium au niveau des nerfs (Dan et al. 1999). Des
composants salivaires ayant des effets anti-nociception comme l'apyrase (diminue le niveau
d’ATP), anti-histamine et des protéines se liant a la sérotonine sont retrouvées dans la salive
des tiques et des triatomes (Paestml. 1999). On a aussi trouvé ch&a. stephensune

protéine D7 forme courte de 16kDa, I'hamadarine, qui inhibe le systéeme contact en
empéchant I'activation réciproque entre le Facteur Xlla et la kallikréine en présencé de zn
(Isawaet al. 2002).

4.1.5 - Les protéines de la Famille D7: a l'interface des réponses de

'homme

De nombreux insectes hématophages possédent des protéines salivaires appartenant a
la famille des protéines D7 (Arcat al. 2002; Valenzuelat al. 2002). Chez les moustiques,
elles sont présentes uniquement au niveau des glandes salivaires des femelles aduéies (Arca

al. 2005; Suwan et al. 2002). Deux sous-familles existent : les formes courtes (15-20kDa) qui
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semblent uniguement retrouvées au niveau des maastgf les formes longues (27-30 kDa).

An. gambiaepossede 3 protéines de forme longue et 5 de forme courte éAmla 2005)

tandis les phlébotomes et les culicoigessedent uniquement des formes longues (Campbell

et al. 2005; Valenzuelat al. 2002). Aedes aegypti A. albopictupossedent 4 formes courtes

et 2 de forme longue (Aroet al. 2007), ces protéines ont été identifiees comme les protéines
majeures des glandes salivaires de ces vecteurs (&éaale4991).

La fonction de ces protéines reste incertaine, 2 hypotheéses ont été évoquées : i) elles
transporteraient des petites molécules hydrophobes intervenant dans la facilitation de la prise
de sang, de 'hémostase et de I'inflammation (Aetal. 2002; Calvo et al. 2002; Valenzuela

et al. 2002); ii) elles seraient capables de capter des médiateurs de la réponse hémostatique de
’homme tels que la sérotonine, histamine, norepinephrine (Arca. 2002; Calvo et al.

2006).

Ces protéines cheCulex spp. (Malafronteet al. 2003) et aedes (Mouchet communication

personnelle) ont montré des propriétés immunogéniques.

4.2 - Modulation de la réponse immune de I’hbte

L'immunomodulation induite par la piglre et la sécrétion des protéines salivaires des
arthropodes vecteurs sera développée dans le chapitre 5 "Relation immunologique homme-

vecteur".

4.3 - Autres rbles des protéines salivaires

Les moustiques males et femelles utilisent les sucres comme source énergétique pour
le métabolisme de base (vol, reproduction et fonctions somatiques) (Foster 1995), ils se
nourrissent de tissus vasculaires des plantes, de jus sucré, de nectar de fleurs et de miellat
(Moore et al. 1987). La salive des moustiques males et femelles permet la solubilisation,
l'ingestion et la digestion des oligosaccharides retrouvés au cours des repas sucrées (Yuval
1992). Chez les moustiques, umglucosidase est responsable de la digestion (Grossman et
al. 1997)(Marinottiet al. 1996).

Des lysozymes (Moreira-Ferret al. 1998; Pimentekt al. 1990) et des agents
bactériolytiques (Rossignet al. 1986) protegent les pieces buccales et la salive des invasions
bactériennes. Chez ces vecteurs, des estérases ont également été identifiées (Argéntine
1995).
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Chez les tiques, la fonction majeure des glandewas&ls est le controle de
'osmorégulation (Saueet al. 1995). Le sang est une source de nourriture diluée, certains

insectes doivent concentrer les nutriments en réabsorbant I'eau.

La protéine apyrase présente, en plus de son action anti-plaquettaire, une action sur le
comportement alimentaire de I'insecte. Chez I'anophéle et I'aedes, il a été montré que le
temps de probing est inversement proportionnel a la quantité d’apyrase (Ribeiro et al. 1985).

La salive de I'anophéle contient des molécules qui sont indispensables a la poursuite
du cycle duPlasmodiumchez ce vecteur. La fusion des gamétocytes (fécondation) dans
'estomac de I'anophéle nécessite une étape préliminaire indispensable : I'exflagellation des
microgametes males. Lors de la prise du repas sanguin, le moustique réingére une partie de sa
salive qui contient un facteur activateur de gametes, le GAF (Gamete Activation Factor)
(Hirai et al. 2001). Ainsi les gamétocytes fraichement ingérés par 'anophéle sont en contact
direct avec le GAF au niveau de l'intestin moyen.

Les glandes salivaires ont elles-mémes un rdle dans l'infection et donc la transmission des
parasites d'un hote a l'autre. Lors de I'éclatement des hématies, les sporozoites gagnent tous
les tissus avec un tropisme préférentiel pour les glandes salivaires. Des récepteurs spécifiques
jouent un réle dans la reconnaissance et l'invasion de ces glandes par les plasmodiums
(Rosenberg 1985)(Brennan et al. 2000). Les glandes salivaires interviennent également dans
la maturation des parasites. Par exemple, I'attachement des trypanasares flagelles

aux microvillosités des cellules épithéliales au niveau du lumen des glandes salivaires des
glossines est indispensable pour la transformation des parasites en forme métacyclique
infectante (Vickerman et al. 1988). Les glandes salivaires des anophéles modifient également
le pouvoir infectieux des plasmodiums. Un test de résistance a la lyse médiée par le
complément de I'hdte vertébré a permis de montrer que 86% des sporozoites contenus dans
'estomac sont lysés contre 24% pour ceux ayant été en contact avec les glandes salivaires
(Tourayet al. 1994). D’autres études ont montré que les sporozoites ayant séjourné dans les

glandes salivaires sont 100 fois plus infectieux que ceux issus des oocystes.
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4.4 - Modification de la composition salivaire

La salive des insectes hématophages est un fluide biologique dont la composition
dépend du statut physiologique et de I'dge du vecteur. La différence de composition du
sialome des femelle&n. gambiaeen fonction de I'age des moustiques et en fonction du statut
infectieux a été étudié (Marinotét al. 1996). Il apparait que le sialome (ensemble des
transcrits des glandes salivaires) des jeunes anophéles est moins diversifié que celui des plus
ageés, 29 protéines ont été détectées chez les jeunes An¢pljeles) contre 42 chez les plus
agés (21 jours). Parmi les protéines sécrétées, les anophéles agés présentaient 6 protéines
supplémentaires : une protéine D7, gSG5, lysozyme, et les protéines hypothétiques 8.8, 10 et
10.2 kDa (Choumeet al. 2007). De méme, chez les phlébotomes, le hombre de protéines

salivaires augmente progressivement avec I'age (Peads2008).

La différence de composition salivaire a été étudiée entre deux groupes de moustiques,
un groupe non infecté et un groupe infecté Pabergheiau niveau des glandes salivaires.
Douze protéines ont été retrouvées de maniere identique entre les deux groupes de moustiques
(Choumetet al. 2007). La protéine gVAG appartenant a la famille de I'antigéne 5 est deux
fois plus exprimée chez les femelles infectées (Calvo et al. 2006). Cette protéine aurait un réle
de défense, l'inhibition de I'expression de ce gene entraine une augmentation du nombre de
plasmodiums au niveau de lintestin moyen des insectes (2ongl. 2006). Plusieurs
protéines, la gSG6, l'apyrase et deux précurseurs de protéines des D7 ont une expression
diminuée au niveau des glandes salivaires chez les anophéles infectés. L'apyrase, en plus de
son role dans linhibition de l'agrégation plaquettaire, intervient sur le comportement du
vecteur (Ribeiro et al. 1985). En effet, le temps du repas, celui de la salivation et le nombre de
pigires sont en effet augmentés chez un vecteur infecté ce qui faciliterait la dissémination du
pathogéne a plusieurs hotes (Rossigeblal. 1984; Wekesa&t al. 1992). Il a été aussi
remarqué que les anopheles infectésRdasmodiunfont des repas sanguins tout au long de
la nuit, tandis que les non infectés piquent rarement plus d’'une fois par nuit (Mathakvs
1996). Une diminution des protéines D7 augmenterait la réaction inflammatoire au site de
pigdre. La fonction de la protéine gSG6 n’est pas connue, il est difficile d’anticiper I'effet de
la réduction de son expression sur la transmission ou le développement du parasite.

Cette modification dans la composition de la salive et dans le comportement d'un vecteur

infecté pourrait permettre aux parasites d'augmenter leur transmission chez I'héte. Les auteurs
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semblent s’accorder pour statuer sur le caracteaptatif des comportements résultant d’'une

co-évolution entre les parasites et les vecteurs (Poulin 1995).

45 — Apport des technigues de bio-informatigue dans I'étude du

transcriptome des qglandes salivaires &n. gambiaeet de G. morsitans

morsitans

Les progres techniques dans le domaine de la biologie moléculaire et I'apport du
séquencage des génomedrd’ gambiae(Holt et al. 2002) et d&5. morsitans morsitans
(Aksoy et al. 2005) permettent d’étudier la composition des sécrétions salivaires et de
développer de nouveaux outils dans la lutte contre la transmission de ces maladies. Ces
techniques complémentaires permettent l'identification des protéines salivaires possédant des
propriétés pharmacologiques (anti-hémostase, vasodilatation) et immunomodulatrices
permettant ainsi l'identification de protéines salivaires candidates pour I'élaboration de
vaccins, de marqueurs d’exposition ou utilisables pour les désensibilisations dans un contexte
allergique.

Différentes études explorant les protéomes et les transcriptomes des glandes salivaires
des insectes vecteurs ont permis d’identifier et de caractériser les différents génes ou transcrits
présents a ce niveau (le sialome) (Aetaal. 1999; Francischettit al. 2002). Les méthodes
basées sur le séquencage aléatoire de clones dérivés de banque d’ADNc des glandes salivaires
utilisées sont présentées dans la figure 32 (Valenzuela 2002). D’autres techniques peuvent
étre utilisées dont I'analyse protéomique des glandes salivaires basée sur la séparation des
protéines salivaires par des gels électrophorétiques couplée a une analyse par spectrométrie de
masse permettant d’identifier les protéines dans les banques de données en fonction des
spectres de masse (Kalume¢ al. 2005). Ces études permettent d’établir des catalogues
d'ADNCc/protéines et de décrire leurs caractéristiques.

Les outils de bio-informatique permettent de comparer les séquences de ces protéines et de

leur assigner des fonctions par homologie de séquences avec des protéines dont la fonction est
déja connue et référencée. La présence d’un peptide signal permet également de prédire si les

protéines sont sécrétées ou bien retenues au niveau des glandes salivaires. Ces études
permettent des comparaisons de composition des glandes salivaires entre les espéces et entre
les différentes familles, permettant ainsi d’identifier des protéines communes ou spécifiques

d’espece.
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Figure 32. Protocoles (A) et stratégies (B) utilisés pour isoler et caractériser les protéines ou les
ADNCc salivaires des insectes vecteurs.
D'apres (Valenzuela 2002).

Description du sialome An. gambiae

Des études sur le transcriptome des glandes salivaires avec I'élaboration de banque d’ADNc,
ont particulierement ciblé les sialomes des femelles des principaux vecteurs de plasmodiums,
dontAn. darlingi, An. stephenshAn. funestugt An. gambiae (Arca et al. 2005; Calvo et al.

2004; Calvo et al. 2007; Valenzuela et al. 2003)

Des différences de composition ont été observées entre les méles et les femelles (Calvo et al.
2006). Des protéines sont retrouvées uniquement au niveau des glandes salivaires des
femelles (D7, apyrase, anopheline, 5' nucléotidase, gSG7, famille SG1), d'autres au niveau des
deux sexes mais avec un enrichissement chez les femelles (gSG5, gSG6, gVAG et Ag5).

Les prédictions ont permis d’identifier 72 protéines exprimées au niveau des glandes
salivaires dAn. gambiagla majorité intervenant dans le repas sanguin, et pour une dizaine
d’entre elles une fonction leur a été assignée (Ated. 2005).

La majorité des genes codant pour des protéines non sécrétées permettent de faire fonctionner

la machinerie cellulaire et interviennent dans le métabolisme énergétique ainsi que dans la
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synthese de protéines (transcription, modificatibexort). Certains transcrits codent pour
des récepteurs dont des protéines G pouvant intervenir dans les signaux de sécrétion de salive
par les glandes salivaires. D’autres transcrits codent pour les composants de la matrice extra

cellulaire, des facteurs de transcription.

Parmi les protéines salivaires correspondant aux génes présentant un peptide signal on
retrouve :

< Des protéines de la famille des D7 protéines (3 de forme longue, 4 de forme courte et
1 régulateur d’expression),
4 génes codant pour des membres de la famille de I'antigéne 5,
Des protéines de la famille des Salivary Gland (SG),

Des mucines,

@ 9 9 q

Des enzymes telles que i) les médiateurs de l'inflammation ou intervenant dans le
catabolisme de I'hémostase (5 nucléotidase, apyrase, peroxydae, une epoxy
hydrolase, ii) enzymes digérant les sucres (amylase-giucosidase), iii) des
protéases (sérine protéase, metalloprotéases), iiii) peroxinectine,

< Des produits relatifs a I'immunité : des lyzozymes, des lectines.

La figure 33 représente la répartition des protéines des glandes salivairegathbiaeen

fonction de leur localisation cellulaire (A) et de leur fonction biologique (B) (Kalatred.

2005).

Une étude complémentaire explorant le sialo-transcriptonf. dfunestusdécrit plus
distinctement la distribution de ces protéines salivaires entre les difféerentes familles d’insectes
(Calvo et al. 2007). Il ressort que les protéines salivaires ubiquitaires interviennent dans la
prise du repas sanguin, on retrouve les enzymes et des membres de la famille de 'AG-5. Le
groupe de protéines spécifiques des dipteres inclut les protéines D7 également retrouvées chez
les phlébotomes et les culicidés. Les protéines de l'allergéne 30kDa et plusieurs mucines ne
sont retrouvées que chez les culicidés. Une dizaine de protéines semblent spécifiques des
anophéles. Il s’agit majoritairement des protéines de la famille des protéines Salivary Gland,
on retrouve les protéines des familles SG1, SG2 et SG7, le peptide SG6, le peptide Anophelin,
les familles 8.2-kDa, 6.2-kDa et les familles hypothétiques 13, 15/17.
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Mucleus (1) Cytoplasmic vesicle (1)

Endoplasmic reticulum (1) NP Lysosome (1)

Cytoplasm (15)
Unknown (29)

Extracellular (21)
Cellular Component
Biogenic amine catabolism (1) Structural constituent of the cytoskeleton (2)

Amino acid metabolism (1) \ / Immune response (2)
\. / Cell organization and biogenesis (2)

/SIgnal transduction (3)

/ /Garhohy:lrate metabolism (5)

Regulation of nucleotide and
Energy pathways (5)

Unknown (17),

nucleic acid metabolism (4)

Protein metabolism (18)
Transport (9)

Biological Process

Figure 33. Répartition des protéines des glandes salivaies gambiae en fonction de leur
localisation cellulaire (A) et de leur fonction biologique (B).
D'apres (Kalumet al.2005).

Description du sialome de Glossina spp.

La composition salivaire des glossines a été considérablement moins étudiée que celle des
anophéles. Seules une dizaine de protéines ont été détectées dont quatre majetieds (Li
2001). On retrouve deux protéines impliquées dans l'inhibition de I'agrégation plaquettaire
(Mant et al. 1981) et un inhibiteur de thrombine, le Tsétsé Thrombine Inhibitor (TTI, ~ 3.5
kDa) (Cappello et al. 1998). D’autres protéines salivaires ont été caractérisées au niveau
moléculaire ; les Tsetse Salivary Growth Factor -1 et -2 (TSGF, ~ 53 kDa) sont des protéines
ayant un réle dans la vasodilatation et I'inhibition de I'agrégation plaguettaiet éLi 2000);

Tsal-1 et -2 (~ 43 kDa) n’ont pas de fonction connue mais leurs séquences présentent des
similitudes avec des protéines salivaires @e quinquefasciatusayant une activité
endonucléase (Calvo et al. 2006). Ces protéines représentent plus de 40% du contenu total des
glandes salivaires (Van Den Abbeeleal. 2007).
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Le TAg5 (~ 28kDa) qui est une des protéines respmesalu développement d’'une réaction
d’hypersensibilité de type 1 ou des réactions allergiques sévéres observées aprés inoculation
de salive de glossine (Ellet al. 1986; Steveret al. 1996).

Récemment trois genes codant pour de nouvelles protéines salivaires sécrétées ont été
nouvellement identifiés Glossina morsitans morsitansalivary gland protein -1, -2 et -3
(Gmmsgp -1,-2 et -3) (Van Den Abbeeleal. 2007).

Chez les glossines, les males et les femelles sont hématophages, néanmoins une différence de
composition salivaire a été observée. Les males expriment un plus fort taux de Tag5 et de
Tsal-2 (Liet al. 2001). Des variations d’expression entre esp&eas.(morsitansG. austeni

et G. fuscipeyont également été rapporté€s.m.morsitanprésenterait un plus fort taux de
protéines Tsal-2 que les deux autres especes, alors que des niveaux comparables de TTI et de
Tsal-1 ont été observés entre les trois especest @li 2001).

La majorité des genes identifiés codent des protéines dont la fonction reste inconnue. La
grande complexité des glandes salivaires laisse penser que de nouvelles activités peuvent étre
identifiées et pourraient permettre d'assigner des fonctions physiologiques a ces protéines.
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L'effraction du derme et des vaisseaux sanguindgsapiéces buccales des insectes,
ainsi que la sécrétion de protéines salivaires par le vecteur induisent une réponse immunitaire
de la part de 'homme. La salive peut ainsi étre responsable d’'une immunomodulation locale
qui, par un effet adjuvant ou immunosuppresseur, va influencer le développement de la
réponse immune innée et adaptative, spécifique et non spécifigue, de I'homme. Le
développement de cet effet immunomodulateur a ainsi des conséquences sur la transmission
des pathogenes et le développement des pathologies associéest @lit2906). Cet effet de
la salive semble toucher plusieurs parametres de I'immunité tels que les cellules présentatrices
d’antigene (CPA), des cytokines, des lymphocytes T (LT) et B (LB) et le complément (voie
classique et voie alternative). La durée contact homme-vecteur (tiques plusieurs jours et
moustiqgues quelques minutes) ainsi que la maniéere de prélever le sang
(telmophagie/solénophagie) influencent les effets immunomodulateurs induits par la salive de
ces vecteurs. Les effets immunomodulateurs dépendent donc du systeme homme-vecteur
impliqué. En plus de cette influence immunomodulatrice sur lI'immunité innée et adaptative,
certaines protéines salivaires ont des propriétés immunogéniques qui vont ainsi induire une
synthese d’Ac spécifiques qui sont dirigés spécifiqguement contre ces protéines (IgM, IgE et
lgG, (Brossardet al. 1979). Ceci est notamment observé par le développement de réactions
allergiques (réactions cutanées et hypersensibilités) consécutives a la pigire de moustiques
(Peng et al.2004). La composition isotypique de cette réponse anticorps spécifique aux
protéines salivaires peut étre modifiee dans le temps. Plusieurs facteurs tels que les
antécédents d’exposition, lintensité d’exposition et la physiologie de I'hdte peuvent
influencer le développement de la réponse immune anti-salive.
L’étude des protéines salivaires et de leurs effets immunomodulateurs sur la réponse immune
de I'hnomme représente une voie de recherche qui permet de mieux caractériser les
mécanismes de transmission des pathogénes et de la relation homme-vecteur dans l'optique
d'un contréle plus efficace des maladies a transmission vectorielle. L'étude des réponses Ac
spécifigues aux protéines salivaires pourrait étre une voie de développement de nouvelles
stratégies vaccinales contre la transmission des pathogénes du vecteur a I'homme. Mais en
parallele, I'évaluation qualitative et quantitative de cette réponse Ac spécifique pourrait
aboutir au développement de nouveaux bio-indicateurs mesurant le niveau d’exposition des
populations et des individus aux pigldres des insectes vecteurs et ainsi évaluant le risque de
transmission des pathogenes.
Les études évaluant les effets de la salive des vecteurs sur la réponse immune de I'héte sont

relativement récentes (Bissonnette al. 1993; Cros®t al. 1994). Les données les plus
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avancees et les plus complétes concernent I'inflieigcla piqire deutzomia longipalpiset

de Phlebotomus papatassur I'immunomodulation locale et sur la transmission de
Leishmania majordans des modeles animaux expérimentaux (Theetlad. 1991). Ce
modele expérimental murin a été largement étudié car la pathologie induite est cutanée,

facilement quantifiable et la réponse immune associée semble clairement définie.

5.1 - Immunomodulation par la salive : de la réponse immune innée a

I'adaptative. Conségquences sur la transmission des pathogenes?

Dans des modeles expérimentaux murins, I'inoculation par une seringue (sans salive)
d’'une quantité de leishmanies similaire a celle injectée lors d’'une piqdre naturelle (entre 10 et
1000 parasites) n’induit pas la pathologie attendue (Menon et al. 1996). En effet des milliers
voire des millions de parasites doivent étre injectés par la seringue pour induire
expérimentalement une infection chez la souris. De plus, il a été observé que la charge
parasitaire, la taille des Iésions et le degré de la pathologie sont moins importants aprés une
inoculation par la seringue comparativement aux effets observés lors d’une co-injection du
méme nombre de parasites en présence de la salive de phlébffdosest al. 1988). Ces
deux observations suggerent que la salive des phlébotomes semble nécessaire au
développement de la pathologie et ceci par son effet immunomodulateur sur la réponse
immune de I'homme. Cet effet facilitateur n’a été retrouvé qu’apres des injections de quantité
de salive proche de celle injectée lors de la pigUre naturelle (Theb@bs1991). Ainsi, la
salive des phlébotomesitzomia etPhlebotomusnodule la Rl innée et adaptative de I'héte.

Dans certains modéles expérimentaux, il a été mis en évidence un effet régulateur sur la
production de cytokines de type Thl et Th2 de la part de la salive de ces vecteurs, jouant ainsi
un réle clé dans la protection/susceptibilité a I'infection (Kamhawi 2000). En effet, une étroite
relation a été établie entre les réponses immunes de type Thl ou Th2 et la sévérité de la
pathologie. Dans le modele de la leishmaniose expérimentale, la réponse de type Thl est une
réponse immune protectrice tandis que la réponse de type Th2 est associée avec l'infection du
parasite et la pathologie de la leishmaniose.

Les extraits salivaires totaux de phlébotomes injectés au méme moment que les parasites
inhibent la réponse immunitaire de type Thl par une inactivation de la prolifération des
lymphocytes T et une baisse de production des cytokines associées, l'interleukine (IL) 12 et

linterferony (IFN-y) (Mbow et al. 1998). De nombreux travaux sur [linfluence
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immunomodulatrice de la salive ont débouché suetitdication du Maxadilan (MAX), le
principal vasodilatateur de L. longipalpBes études ont montré que ce petit peptide de 7 kDa
est capable d’induire le méme effet immunomodulateur que des extraits salivaires totaux en
favorisant I'immunité vers une réponse de type Th2 (Rogieed. 2003). L'administration

locale de MAX induit des érythemes cutanés et inhibe I'activation des LT (Queesihi

1996). La cible préférentielle du MAX est le macrophage, cellule héte des leishmanies
(Theodoset al. 1993). Il peut inhiber la production de substances ayant une action anti-
parasitaire telles que le NO (Hadt al. 1995; Waitumbet al. 1998) I'HO, et le Tumor
Necrosis Factoon (TNFa) par les macrophages (Bissonnett@l. 1993).

Les mécanismes immunologiques semblent néanmoins étre dépendants du complexe
pathogene étudié. En effet, la salive Rlepapatasiprésente des effets immunomodulateurs
similaires de ceux de. longipalpismais deux importantes différences ont été observées entre

la salive de ces deux vecteurs: la salivdlPdpapatasiaugmente le taux d'IL-4, cytokine de

type Th2 et n’a pas d'effet sur la production de ®INE'IL-4 stimule la différentiation des
cellules de types Th2 et supprime le développement des cellules de type Thl afin de prévenir

le développement d’'une réponse inflammatoire (Rohousbah 2006).

La salive des moustiques a également une influence sur le développement de la pathologie, la
co-injection de virus Cache-Valley ou &asmodium bergheavec de salive de moustiques
exacerbe la pathologie et facilite la transmission (Edwerdd. 1998; Schneidaat al. 2006;
Vaughan et al. 1999).

Un effet des protéines salivaires sur les réponses immunes innée et adaptative a également été
observé chez les tiques. Leur salive détourne a la fois la réponse innée (voie alternative du
complément et cellules NK) et la réponse adaptative (Rl & médiation cellulaire et humorale)
de I'héte (Ribeiro 1987). Une des particularités des piqdres de tiques est que ces arthropodes
restent au contact de leur hote pendant des semaines. Ainsi, un grand répertoire d’activités
immunomodulatrices a été décrit comprenant I'induction de la réponse de type Th2 avec une
inhibition de la réponse pro-inflammatoire et des cytokines de type 1 (Kopeaky 1999;

Kovar et al. 2001; Mejriet al. 2001), I'inhibition des CPA (Kuthejlowet al. 2001; Uriostet

al. 1994), la modulation des LT et des LB (Hannaral. 2004). Mais il apparait que
I'orientation vers un type Thl ou Th2 est dépendante du nombre et de la durée des expositions
(Mbow et al. 1994).
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La salive des simulies présente également des ptéprimmunosuppressives sur l'activité

des cellules T. Leurs piqQres inhibent la capacité de présenter les antigenes par les cellules
immunes en diminuant I'expression des molécules du CMH de type Il (Erads 1993).

Ainsi, il est possible que la salive module la capacité du systéeme immunitaire de I'héte a

répondre a un antigene "étranger".

L'effet de la salive de différents arthropodes hématophages sur le développement de la

réponse immune innée et adaptative de I'héte est résumé dans la figure 34.
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Figure 34. Effet immunomodulateur de la salive d’arthropodes hématophages sur la réponse immune
innée et adaptative de 'homme.
D’aprés (Andradest al. 2005).

1- Le complément : inhibition de la voie classique et alternative du complément avec inhibition du relarguage
d’amine vasoactive et de I'activation des LB et LT ; 2- inhibition des fonctions des neutrophiles ; 3-réduction de
la dégranulation des mastocytes et du relarguage des médiateurs de 'inflammation ; 4- inhibition de I'activation
des macrophages et réduction de la différentiation, maturation et de la production de cytokines par les cellules
dendritiques ; 5- réduction de la cytotoxicité des cellules NK ; 6- inhibition de la prolifération des cellules LB et
LT, modulation de la production des Ig par les LB et modulation de la production des cytokines par les LT ; 7-
modification des réponses Ig.
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5.2 - Une immunomodulation différente entre vecteurs?

Comme indiqué précédemment pour les phlébotomes du «nouveau mdnde » (
longipalpig et de « I'ancien monde ®( papatas)i, des espéeces proches phylogénétiquement
peuvent avoir développé des stratégies difféerentes pour moduler la réponse immune de I'hote.
Ceci pourrait notamment jouer un réle sur les différences observées dans les manifestations
clinigues des leishmanioses viscérales en fonction des zones géographigues américaines
(Warburget al. 1994).

De méme, pour les moustiques, il a reccemment été démontré chez les souris, que la salive de
deux espéces de culicidés different dans leur activité d'immunomodulation (Wanasen et al.
2004). Les extraits salivaires totawAddesinhibent la prolifération des LT et la production

de cytokines de type Thl et Th2 aprés stimulation antigénique spécifiqgue (ovalbumine) ou
non spécifique (mitogéne). Cet effet n’a pas été retrouvé avec les extraits saliv&irdexde
guinquefasciatusUn effet immunosuppresseur au niveau du site de piglre peut étre obtenu
par l'inoculation de sialokinine Aedes Cette protéine régule positivement la production
d’'IL4 et d’'IL10 orientant la réponse immune vers le type Th2, modifie I'activation des
macrophages et augmente la mortalité des LT (Zeieinalr 1999). CheAnophelesla salive
favoriserait le développement d'une réponse de type TH1 avec une augmentatign d'IFN
(Donovan et al. 2007).

5.3 - Influence de la salive sur la réponse immune anti-pathogene

A I'heure actuelle, peu d’études se sont intéressées au pouvoir immunomodulateur de
la salive d’arthropodes (tiques, glossines, moustiques...) sur le développement et I'orientation
de la réponse immune spécifique aux pathogenes transmis lors d’'une piqdre infectante dans
un contexte homologue ( eXnopheleset Plasmodiumou Aedeset arboviroses). En
revanche, dans un contexte hétérologrmphelest pathogenes non transmis par ce vecteur
= pathogene irrelevant) une étude suggere que la salive des tiques oriente la réponse
immunitaire vers un type Th2 qui pourrait moduler la réponse immune contre des pathogenes
non transmis par les tiques. En effet il a été montré que la salive des tiques inhitigdt
I'action trypanocide des macrophages 3Juypanosoma cruz{Ferreiraet al. 1998). Des
observations similaires concernant les LB ont été faites. Une production d’Ac anti-tique est

observée chez un modele murin aprés une infection. La salive des arthropodes vecteurs aurait
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egalement un réle immunomodulateur sur la réponseuine a des antigenes non spécifiques

ou étrangers. Par exemple, la salive de tiques inhibe la production d’Ac contre la BSA utilisée
ici comme antigéne irrelevant (Bovine Serum Albumine) co-injectée chez I'hote (Fivaz 1989).
Par ailleurs, dans des modeles murins, la co-injection d’ovalbumine chez des souris en
présence de salive de glossine inhibe la réponse IgG spécifique a I'ovalbumine, suggérant que
la salive des glossines a un effet suppresseur sur les réponses des LB et LT spécifiques aux
antigénes hétérologues (Caljon et al. 2006).

Une théorie développée par M. Coluzzi au cours d'une étude récente suggere que
immunomodulation locale induite par la salive de moustigiiesephelegourrait favoriser

la transmission du virus Human Herpes Virus 8, I'agent pathogéne responsable du sarcome de
Kaposi. Le virus est transmis essentiellement par la salive humaine (Cetualzi2004).

Cette hypothese fait suite a I'observation épidémiologique que la réduction des cas d’'HHV8
était corrélée avec la réduction des populations de vecteurs en ltalie (@&blakz2003). En
Afrique, la transmission du HHV 8 peut avoir lieu lorsque les méres appliquent leur salive sur
les blessures des enfants telles que des pigdres d'insectes. L'immunomodulation induite par la
salive du vecteur au site méme pourrait créer un micro-environnement (une hypersensibilité
locale ou une immunosuppression) favorable au développement du virus transmis de la méere a
I'enfant via la salive (Remouet al. 2005).

Par ailleurs, il a été remarqué une différence de réponse Ig®lastrodiumchez des
enfants entre deux villages présentant des expositions difféerentésmapireleskn effet, les
vecteurs principaux appartenaient a deux especes différeiteplbeles (An. gambiae et An.
funestu} et l'intensité d'exposition aux piqlres de ces vecteurs était différente selon les
villages. Un des villages présentait une forte expositidm.agambiaeet I'autre une faible
exposition aAn. funestusLes auteurs ont suggeéré que, en plus de l'intensité d'exposition, la
nature des piqareg\(l. gambiaeou An. funestuspourrait influencer la réponse Ac contre les
pathogenes (Saet al. 2007).

5.4 - Effet d’'une pré-exposition répétée aux antigenes salivaires des vecteurs

sur le développement de l'infection

Les modeles expérimentaux murins représentent un bon outil pour évaluer l'influence
d'une pré-exposition aux piqdres, donc a la salive, sur la réponse immune. En effet, la pré-

exposition aux antigénes salivaires (injection d’extraits salivaires ou exposition aux piqdres)
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des phlébotomes semble induire une augmentatiomNy’'#t semble protéger de I'infection
(Belkaid et al. 1998; Kamhawet al. 2000; Valenzuelat al. 2001). Ces observations
suggerent la possibilité intéressante que la vaccination de I'héte contre des composants
salivaires des vecteurs pourrait inhiber la transmission des leishmanies. La pré-exposition aux
antigénes salivaires n'a donc pas les mémes effets sur la réponse immune de I'h6te que la co-
injection de pathogenes et de salive qui dans ce cas exacerbe la pathologie.

De méme, la réponse immune induite chez I'héte par une pré-exposition aux pitodesy’

non infectés permet une résistance et une protection a la transmis8orral@ bugdorferi

(Wikel et al. 1997).

A linverse, une récente étude a montré que la pré-exposition de souris a la phaitlesd’

non infectés exacerbait I'infection par le virus du West Nile. Cette immunomodulation locale
induite par I'exposition aux piqlres augmenterait 'inflammation et permettrait ainsi aux virus
de se répliquer (Schneidet al. 2007). Cet effet facilitateur est opposé a l'effet protecteur
induit par la réaction inflammatoire développée au site de piqdre suite a des expositions
répétées aux phlébotomes et aux tiques (Belkaid et al. 1998). Ce résultat contradictoire
pourrait étre expligué par la différence de nature des pathogénes (protozoaires/bactéries
Versus virus).

Néanmoins, cela souligne que la pré-exposition aux antigénes salivaires induirait un micro-
environnement particulier qui serait favorable ou non a la transmission des pathogénes par un
effet immunomodulateur au site de piqgdre. L'identification des protéines salivaires impliquées
dans ce phénoméne pourrait permettre de développer des candidats vaccins inhibant

I'installation des pathogénes en créant un micro-environnement défavorable au site de piqdre.

5.5 - Propriétés immunomodulatrices de la salive des glossines et des

anopheles

La connaissance des aspects immunologiques de la salive des glossines est trés
limitée. Des réactions d’hypersensibilités immédiate et retardée ont été observées chez des
lapins exposés aux piglres de glossine (HEtisal. 1986). Les lapins peuvent également
développer une réponse humorale contre certains composants salivairesgiMatHED88).

Des travaux récents ont démontré que la salive de glossine orientait, chez la souris, la réponse
immunitaire vers le type Th2 et induisait la synthése d’Ac (IgG1 et IgE) spécifiques aux
composés salivaires totaux (Caljenal. 2006). Des pré-expositions répétées aux piqlres de
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glossines induiraient un micro-environnement favierau développement des trypanosomes
(Akol et al. 1982). Ces résultats sont eux aussi contradictoires avec ceux observés lors de la
transmission des leishmanies ou les réactions d’hypersensibilités retardées inhibaient
l'infection (Kamhawi et al. 2000; Valenzuelat al. 2001). Le caractere extracellulaire des
trypanosomes pourraient les rendre moins sensibles au phénomene d’hypersensibilité locale et

leur permettrait de quitter plus rapidement le site de piqire (Naesisain2003).

Concernant I'immunologie de la salive d&sophelespeu de travaux ont été réalisés.
Owhashiet al. ont identifié un facteur, le Neutrophil Chemotactic Factor, présentant une
activité attractive pour les neutrophiles mais non pour les €osinophiles, (Owhaki001).

Il pourrait étre impliqué dans la réaction inflammatoire locale par le recrutement et
l'activation de neutrophiles au niveau du site de pigdre. Le NCF pourrait de ce fait avoir une
orientation sur la balance Th1l/Th2 car les neutrophiles sont les principales sources de
production d’'IL12 et d’'IL10 (Romanét al. 1997). Une étude récente a montré que la pré-
exposition de souris aux piglres non infectantesnd’stephensinfluencait la réponse
immune locale et systémique vers un type Thl (augmentation d’IL 12 gt @ENmitait le

développement de P. yoetinez I'héte (Donovan et al. 2007).

5.6 - Approche vaccinale

La résistance croissante des vecteurs aux insecticides et des pathogenes aux molécules
actives utilisées dans les traitements souligne le besoin urgent de développer de nouvelles
stratégies afin de mieux contréler la transmission des maladies vectorielles. La biologie
complexe du parasite, dominée par leur variabilité antigénique et la faible immunogénicité des
antigénes rend I'élaboration des vaccins anti-parasite assez complexe. Comme il a été
développé dans le chapitre "2.3.1 — Vaccins", la mise au point de vaccin dirigé contre le
vecteur est une voie alternative attractive. Des études ciblées sur I'effet des Ac spécifiques a
des antigenes (extraits totaux) de l'intestin moyen des moustiques ont rapporté des résultats
encourageants. Mais lI'observation de 'immunomodulation induite au site de piqQre par la
salive des vecteurs et son effet potentiel sur la transmission et le développement des
pathogenes suggere qu’il serait possible de contréler la transmission des parasites par une

vaccination de I'hote par des composés salivaires immunogéniquesgfTaiu2006).
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Une voie attractive concerne les vaccins bloquarirdasmission des parasites en
stimulant la réponse immune contre le vecteur. Les phénomenes immunologiques liés a cet
effet anti-pigdre pourraient impliquer a la fois la réponse anti-salive humorale et cellulaire. La
neutralisation d’un ou plusieurs composeés salivaires intervenant dans I'inhibition des réponses
de 'homme (hémostatique et inflammatoire) ne permettrait plus le succeés du repas sanguin et
de la piqQre ce qui pourrait réduire la transmission des pathogénes. Par exemple, les Ac
spécifiqgues pourraient inhiber l'activité enzymatique de certaines protéines salivaires et/ou
bloquer leur fixation sur les récepteurs spécifiques de cellules de I'héte afin d’inhiber leur
action. Il a été montré que des souris immunisées par des extraits salivairestepbhensi
développaient des Ac anti-apyrase qui pouvaient inhiber I'activité de cette protéine (Mathews
et al. 1996). De méme, des Ac anti-MAX développés suite & une immunisation par le MAX
sous une forme recombinante, peuvent inhiber ses fonctions vasodilatatrices et ainsi avoir un
impact négatif sur le succés du repas sanguin. Ces effets semblent spécifiques de
longipalpiscar ces Ac n'ont pas d’influence sur le repas sanguiP. gepatasiMilleron et
al. 2004). D’autre part, une forte réponse cellulaire anti-salive pourrait inhiber le bon
déroulement de la piqlre en contrecarrant I'effet anti-inflammatoire de certaines protéines
salivaires et/ou en orientant la production de cytokines localement au site de la piqare (Mbow
et al. 1998)(Limaet al. 1996). De plus, des Ac spécifigues aux glandes salivaires des
moustiques, réingérés au moment du repas sanguin, peuvent traverser la paroi de l'intestin
moyen (permeéabilité), rejoindre les glandes salivaires et bloquer linvasion des glandes

salivaires par les pathogénes (Barreau et al. 1995; Brennan et al. 2000).

Le second mécanisme de protection qui pourrait agir de concert avec le premier serait
indirect, puisque visant le parasite transmis. L’effet immunomodulateur de la salive pourrait
egalement intervenir au moment méme de la piqUre infectante en orientant 'immunité locale
vers le développement d’'une réponse immune protectrice contre le parasite (ekemple
longipalpalig, comme cela a été développé dans le chapitre précédent "5.3 - Influence de la
salive sur la réponse immune anti-pathogene”.

Ainsi, dans un modele expérimental, la co-injection d’extraits de glandes salivaires de
phlébotome avec les parasites L. mggouvait exacerber la pathologie en orientant la réponse
vers le type Th2. Cet effet peut étre completement annihilé par la pré-exposition de I'héte aux
extraits de glandes salivaires du vecteur induisant une forte réaction d’hypersensibilité
retardée au site de piqdre (Belkaid et al. 1998). Ce méme phénomene protecteur peut étre

€galement retrouvé apres pré-exposition avec des piqldres non infectantes, du a une
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augmentation des cytokines responsables de I'm@uninédiation cellulaire (Kamhawt

al. 2000). En effet, la pré-exposition "salivaire" induit une réponse immune protectrice locale
(Thl) et permet ainsi une réduction des Iésions et une diminution de la charge parasitaire au
site de la pigUre. Dans ce contexte, le peptide vasodilatateur MAX avec des propriétés anti-
inflammatoires et PpSP15, un suppresseur de I'activation des LT, ont été identifies comme
des candidats vaccinaux potentiels bloquant la transmission des pathogenes apres
immunisation. En effet les souris vaccinées par le MAX.dengipalpis(Morris et al. 2001)

ou avec la protéine SP15 de papatasi(Anguita et al. 2002; Valenzuel&t al. 2001)

présentaient des lésions plus petites et seraient réfractaires a l'infection.

Vers un vaccin pour 'lhomme

Bien que tous les vecteurs, par leur mode de piqdre, ne peuvent pas étre strictement
comparables a ceux de la leishmaniose ou aux tiques, ces précédents travaux suggerent
néanmoins que I'élaboration d’'un vaccin utilisant des protéines salivaires d’arthropodes
constitue une approche rationnelle dans I'objectif de réduire la transmission des maladies
vectorielles. L’avantage premier d’utiliser une protéine salivaire comme cible vaccinale anti-
transmission est que les populations vivant en zone de transmission sont exposées aux piqures

by

des vecteurs (non infectante a grande majorité) pendant toute la saison de transmission,

gu’elle soit saisonniere ou pérenne. Ce " boost immunitaire " naturel par la piglre non
infectante favoriserait ainsi I'établissement d’une réponse protectrice robuste et durable. Par
exemple, dans le cas du paludisme et des leishmanioses, les populations vivant en régions
endémiques, et plus particulierement les adultes, montrent souvent une forme atténuée de
l'infection palustre ou une faible parasitémie alors que les nouveaux arrivants ou les enfants
sont plus souvent sujets aux formes graves. Cette différence est tout naturellement attribuée a
'acquisition progressive d’'une immunité protectrice par des stimulations antigéniques
parasitaires et a I'exposition répétée aux vecteurs infectés (Struik et al. 2004). La reproduction
et le maintien d'une telle immunité par une immunisation par des composés salivaires
pourraient participer a diminuer la morbidité de ces parasitoses. De tels vaccins pourraient
étre administrés chez les jeunes enfants qui n‘'ont pas encore développé dimmunité anti-
vecteur dans des contextes naturels. De tels vaccins pourraient également étre appliqués aux
voyageurs. Mais on a remarqué un polymorphisme dans les séquences de certaines protéines
salivaires chez des mémes insectes provenant de régions géographiques différentes, cela a été
mis en évidence pour le MAX (Warbueg al. 1994). Ceci peut poser des difficultés dans

I'élaboration du vaccin car il est probable que les hommes ne répondent pas de la méme
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maniere en fonction de ces antigenes salivairesvddnin ciblant une protéine ubiquitaire et

dont la séquence est relativement bien conservée entre les différentes especes ou l'utilisation
d'au moins deux protéines salivaires permettraient de développer des vaccins probablement
plus efficaces. L'identification de protéines salivaires immunogéniques chez d’autres vecteurs
gue ceux présentés dans ce chapitre pourraient permettre le développement de stratégies

similaires pour d’autres maladies a transmission vectorielle.

5.7 - Réactions allergiques

Les principaux travaux concernant le réle immunologique de la salive des moustiques
avaient pour obijectif de caractériser les réactions allergiques et d’hypersensibilités liées a
l'influence des protéines salivaires sécrétées pendant la piglre. Ces études, principalement
menées au Canada et en Finlande, ont porté sur I'hypersensibilité des indi¥iddesat
Culex Les protéines immunogéniques majeures impliguées dans ces phénoménes ont été
caractérisées et sont majoritairement reconnues par les isotypes IgG1, IgG4 et IgE (Brummer-
Korvenkontio et al. 1997)(Jeon et al. 2001; Peancal. 1995). Des protéines salivaires de
moustiquesAnopheles, Aedest CuleX d’'un poids moléculaire compris entre 15 a 100 kDA
présentent des propriétés antigéniques (Brummer-Korvenkontio et al. 1997;ePahg
1998). Certaines sont communes aux différentes especes de moustiques alors que d’autres
sont spécifiqgues a une espece (Matifal. 2001). Ces protéines peuvent étre ainsi utilisées,
sous forme recombinante, en diagnostic (exposition aux piqQres allergisantes) ou en
immunothérapie, permettant une désensibilisation de I'homme (Rezhali2005).

Ces travaux sont les premiers a souligner la spécificité de certaines protéines salivaires a une
espéece Aedes aegyptversusAedes albopictupar exemple) mais aussi certains antigenes
spécifiqgues du genre de moustigéedes, CulexAnopheles.) ou communs aux différents

genres.

5.8 - Marqueur immunologique d’exposition aux piqdres des vecteurs

L’étude des relations immunologiques homme-vecteur par I'analyse de la réponse Ac
spécifigue aux protéines salivaires peut également permettre d’identifier des marqueurs
immuno-épidémiologiques évaluant le niveau d’exposition des populations aux piqQres des

vecteurs et de ce fait aux risques de transmission des maladies a transmission vectorielle.
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Le développement d’'une réponse immunitaire de typadnale en réponse aux stimulations

des protéines salivaires antigéniques induit la synthése d’Ac spécifiques chez I'h6te vertébré.
L’étude qualitative et quantitative de cette réponse Ac en fonction des contextes d’exposition
des populations (intensité et périodicité) pourrait permettre de développer des marqueurs
immuno-épidémiologiques d’exposition aux risques de piqdres des insectes vecteurs,
méthodes alternatives et complémentaires aux captures entomologiques qui sont actuellement
les méthodes de référence pour I'évaluation de I'exposition.

Le premier exemple d’un tel indicateur immuno-épidémiologique a été montré aux USA chez
des individus infectés p&orrelia burgdorferj I'agent responsable de la maladie de Lyme: le

taux d’Ac IgG spécifiques a la salivelxbdes daminiétait corrélé avec celui des Ac anti-
bactérie et était supérieur chez des individus infectéBpdiurgdorferi (Schwartzet al.

1990). Plus récemment, cette association a été confirmée dans d’autres sites géographiques ou
le taux d’Ac IgG anti-salive était plus élevé chez des personnes a haut risque de développer la
maladie de Lyme (Lanet al. 1999). Ceci suggérerait que I'’évaluation de la réponse anticorps
anti-salive pourrait permettre d’étudier I'émergence de l'infection. Dans les pays tropicaux,
les Ac IgG et IgE anti-salive d@. quinquefasciatuent été détectés chez des individus vivant

dans des régions endémiques palucheria bancroft(Daset al. 1991). Les patients atteints

de la maladie de Chagas et des individus vivant dans des régions infestées par les triatomes
développent une plus forte réponse IgG1 et IgG4 a la salive de triatomes comparés aux
individus vivant dans des zones indemnes de ces vecteurs (Nascimento et al. 2001). Il a été
€galement suggéré que la réponse Ac aux protéines salivaitedamhgipalpispourrait étre

un marqueur d’exposition au risque de transmission des leishmanioses €Balra000).

Concernant les moustiques, des réponses IgG4 et IgE ont été mises en évidence chez 'lhomme
expose aux piqares de ces moustigdesles, Culex et AnopheléBenget al. 1998). De
maniere intéressante, ces études ont montré que certaines protéines immunogéniques (faible
poids moléculaire) seraient spécifiques a une espéce alors que d'autres semblent communes a
ces différents moustiques. (Jeon et al. 2001; Perategls 1989).

Concernant lededes une réponse IgE et IgG4 a été détectée pour trois antigenes majeurs de
la salive de ces vecteurs (Reunetal. 1994). Une récente étude immuno- épidémiologique

au Seéneégal a montré que ces réponses Ac spécifiques aux extraits salivaires totaux
augmentaient au cours de la saison d’exposition chez des enfants exposés aux piedess d’
(Remoueet al. 2007)comme précédemment indiqué dans une autre étude (Palosuo et al.
1997). L'apparition d’'une réponse IgE et 1gG4 anti-salive pourrait apparaitre comme un

indicateur d’exposition intense aux pigUrededes Ce marqueur immunologique semblerait
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eégalement apprécier I'hétérogénéite d’expositionfarction des villages (Remouet al.
2007).

Récemment, dans notre groupe, des études sur la réponse Ac anti-salive ont été
décrites pourAn. gambiae Les enfants vivant en zone d’endémie pour le paludisme au
Sénégal développaient une réponse IgG spécifique aux antigénes salivaires tAtaux d’
gambiaequi était associée positivement au degré d’exposition des enfants aux piglres de ce
vecteur, mesurée par des méthodes entomologiques classiques. Cette réponse IgG semblait
transitoire, une diminution du niveau des IgG a été observée entre septembre et décembre en
absence d'une forte exposition aux pigardsmapheleontrairement aux villages fortement
exposés ou le niveau de la réponse IgG a été maintenu durant la période. De plus, cette
réponse Ac spécifique serait prédictive d’'une morbidité palustre. En effet, en septembre, les
enfants développant un acces palustre dans les trois mois, présentaient une réponse IgG
supérieure aux enfants qui n'allaient pas faire d'acces palustre (Remalie2006). Il a
également été observé que des patients infecté. faliciparumou P. vivaxprésentaient un
plus fort taux d’'lgG anti-salive que des individus vivant hors zone d’endémie (Waitagtakul
al. 2006). La réponse Ac IgG spécifique de la saliviendgambiagoourrait ainsreprésenter
un marqueur immunologique d’exposition aux piglres de ces vecteurs et de ce fait au risque
de transmission des Plasmodiums.

On remarquait, dans I'é¢tude au Sénégal, une grande hétérogéneéité inter-individu dans le
niveau de réponse des Ac anti-salive, des facteurs épidémiologiques inter-humain (génétique,
co-infection par des pathogénes) et des différences de niveau d’exposition au sein des mémes
villages pourraient expliquer ces observations. Dans cette méme zone, les antigenes de la
salive dAn. gambiaeont été identifies par une technique d’immuno-empreinte, 4 protéines
salivaires ont majoritairement été retrouvees (175, 115, 72 et 30 kDa). Par ailleurs, les
différences inter-individu observées dans [lintensité et le nombre de protéines
immunogéniques reconnues ont souligné I'hétérogénéité de ces réponses (@&braklie
2007). Néanmoins, deux protéines (175 et 72 kDa) ont été retrouvées immunogéniques chez
tous les individus. Une derniére étude indique que la réponse anticorps IgG spécifique a la
salive desAnophelegpeut également étre utile dans I'évaluation de I'exposition de voyageurs
(militaires) (Orlandi-Pradinest al. 2007). La réponse Ac spécifique aux pigUresnd’
gambiaesemblait transitoire car elle pouvait diminuer dans les 3 mois suivant l'arrét de

I'exposition.
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Concernant I'exposition aux pigdres des mouchessdsélenchenier et al. ont
recherché un indicateur épidémiologique du contact homme/glossine par la mise en évidence
d’Ac dans les sérums humains provenant de régions endémiques contre des broyats de
glandes salivaires de glossines (Penchergeral. 1984). En 1984, les techniques
immunologiques employées (immuno-diffusion et immuno-électro-diffusion) n’ont pas
permis de mettre en évidence une réaction immunologique a la salive. Le développement
récent des techniques de biologie moléculaire et d’immunologie pourrait permettre une
meilleure connaissance de la réponse immune de 'homme a la piqlre des glossines et
permettre une meilleure évaluation de I'exposition au vecteur et son réle dans la transmission
vectorielle. De trés récents travaux ont cependant identifié les protéines immunogéniques
Tsal-1 et -2 comme des candidats potentiels marqueur d’exposition (Caljon et al. 2006). La
salive deG. morsitans morsitansemble induire une forte réponse humorale (IgG1 et IgE)
contre ces deux protéines dans des modeles murins mais également chez des individus

exposés (infectés ou non) naturellement en Ouganda aux piglres de ces insectes.
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Vers Cidentification d’'un marqueur immuno-épidéemiologique d’exposition aux
piqures de Glossina spp.

Cette premiére étude concerne le développement diamgueur immunologique
d’exposition aux piqdres de glossine, les vecteurs de la THA. Ces travaux ont dans un premier
temps évalué le potentiel de la réponse IgG spécifique aux extraits salivaires totaux de
glossine utilisée comme marqueur d’exposition aux piqdres de ces insectes vecteurs. Dans un
deuxieme temps, nous avons comparé la composition en protéines salivaires immunogéniques
de quatre espéces de glossines, vectrices ou ndn He gambiensechez des personnes
infectées ou non, résidant en zone d’endémie.

Cette étude a été réalisée en collaboration avec André Garcia et David Courtin de I'IRD-
URO010 et Pascal Grébaut de I'lRD-UR177. Les sérums provenant de la zone de Bandundu en
République Démocratique du Congo ont été réunis dans le cadre d’'une étude de susceptibilité
génetique a linfection de THA par I'équipe d’A. Garcia. Les glossines provenaient de
I'élevage de I'IRD-UR177, situé sur le campus CIRAD a Baillarguet, et le recueil des extraits

salivaires de glossine a été effectué en collaboration avec Pascal Grébaut.

Lorsque cette étude a été initiée, peu de travaux avaient été préalablement effectués
sur la salive des glossines. Des réactions d’hypersensibilités (type 1 et type 2) et la synthése
d’Ac spécifiques aux glandes salivaires avaient été observées chez le lapiat (&lli$986;

Matha et al. 1988). Chez 'homme, des techniques dimmuno-diffusion avaient permis
d’observer des réactions Ag-Ac mais les techniques utilisées a I'époque ne permettaient pas
d’identifier les protéines salivaires incriminées (Pencheateal. 1984). Néanmoins, ces
travaux soulignaient des propriétés immunomodulatrices de la salive des glossines chez

I'hnomme.

1.1 - Particularités épidémiologigues de la trypanosomiase humaine

africaine en Républigue Démocratigue du Congo

En RDC, sept régions sont de nos jours en situation d'hyper endémie comme indiqué
sur la figure 35. Plus de 200.000 personnes sont infectéed.phr gambiensgVan
Nieuwenhoveet al. 2001) et plus de 12.6 millions de personnes sont exposées au risque de

transmission de THA dans ce pays d’Afrique centrale (Simarro et al. 2008).
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Figure 35. Régions en situation d’hyper endémie en RDC. Les régions présentées sont définies par le
PNLTHA, elles ne correspondent pas aux régions administratives. La zone d'étude est indiquée par un
cercle rougeD’aprés (Lutumbat al. 2005).

A I'époque des indépendances, la THA avait été pratiquement éliminée du pays, mais
le flechissement des efforts de lutte et la détérioration des systemes de santé ont permis la
réactivation de certains foyers (Ekwanzalaal. 1996) Le diagramme présenté ci-dessous
(Figure 36) indique I'évolution du nombre de nouveaux cas de THA recensés au cours du
XX®" sigcle par le Programme National de Lutte contre la Trypanosomiase Humaine
Africaine (PNLTHA). L’augmentation du nombre de cas déclarés ne correspond pas
nécessairement a une hausse réelle de la prévalence de la maladie. En effet au regard du
caractére actif du dépistage des personnes infectées, les fluctuations de l'aide internationale et
du nombre d’équipes mobiles déployées sur le terrain peuvent influencer la déclaration des
cas.

En 1992 seulement quatre équipes mobiles sillonhderpays, leur nombre augmenta
progressivement pour atteindre un effectif d’'une trentaine en 1998. Ces équipes ont rapporté
plus de 26 000 nouveaux cas sur plus de 1.4 millions de personnes examinées en 1998. A
partir de 1996, I'apport de la technique du CATT a considérablement facilité le dépistage actif
des populations (Robat al. 2004).

Le nombre de nouveaux cas déclarés a chuté de 32% entre 1997 et 2006 (Sim&t€d&}.al.

Ce déclin n'est pas attribué a un fléchissement dans les activités de dépistage actif car le

nombre des équipes mobiles et le nombre de personnes dépistées n'ont cessé d’augmenter,
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6% de la population était sous surveillance en 1888 qu'en 2003 ce chiffre atteignait
19%. Mais cette diminution de l'incidence n’a pas été observée de fagon homogéne suivant
les régions de RDC. Des cas de THA ont méme été recensés au niveau urbain (Simo et al.

2006) alors que cette maladie est retrouvée principalement au niveau rura’

Reprise de 'aide en 1994

Interruption de l'aide
internationale en 1990

Indépendance de la RDC
en 1960

=
=

l_r'll
1938
(LN
1947
1950

[ &
£k

1959
1965
|un:
1950

§

1984
(EEE]
1995
1958

é

= -
[
o

(L1

= y -
& = =

-
=

Figure 36. Nombre de nouveaux cas humains de THA détectés en RDC entre 1926 et 2003.
D'apres (Van Nieuwenhowt al.2001).

En 2001, une enquéte de surveillance épidémiologique a montré un important taux d’infection
par des trypanosomes chez 1,07 % de la population dans la province de Bandundu. Cette
province héberge la majorité des nouveaux cas recenseés dans tout le pays, soit 41.1% (WHO
2006). Le PNLTHA s’inquiete de la persistance de la maladie du sommeil au Nord de la
province de Bandundu, notre zone d’étude, ou 1.700 nouveaux cas de cette maladie ont été
signalés en 2007 (PNLTHA).

Les vecteurs de la THA en RDC

La carte présentéei-dessous présente la répartition géographique difé&rentes
especes de glossines recensées a travers la RDC (Figure 37). Plusieurs especes sont retrouvées
au niveau de la zone de Bandun@ipssina palpalis quanzensipparait I'espéce majoritaire

dans notre zone d’étude.
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Figure 37. Géo-distribution des especes de glossines en RDC. La zone d'étude de Bandundu est
indiqué par un cercle rouge.
C. Sese du PNLTHA-RDC.(communication personnelle).

1.2 - La réponse IgG spécifigue aux extraits salivaires de glossine, un nouvel

indicateur immunologigue permettant d’identifier les individus exposés aux

piqUres des glossines

Ce travail a fait I'objet d’une publication dans I’American Journal of Tropical Medicine and

Hygiene qui est présentée ci-dessous.

Poinsignon A Remoue F, Rossignol M, Cornelie S, Courtin D, Grebaut P, Garcia A et
Simondon F. 2008. Human IgG antibody respons&lmssina saliva: an epidemiologica

marker of exposure to Glossina bites. Am J Trop Med Hyg 78: 750-753.
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Human IgG Antibody Response to Glossina Saliva: An Epidemiologic Marker of
Exposure to Glossina Bites

Anne Poinsignon.* Franck Remoue, Marie Rossignol, Sylvie Cornelie, David Courtin, Pascal Grébaut, Andre Garcia,
and Francois Simondon
Epidémiologie et Prévention, Institut de Recherche pour le Développement, Dakar, Sénégal; Epidémiologie et Préveation, IRD,
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dans les Trypanosomoses, IRD, Montpellier, France; Samté de la mére et de Uenfant en Miliew Tropical, IRD, Cotonou, Benin

Abstract.  The evaluation of human antibody response specific to arthropod saliva may be a useful marker of
exposure to vector-borne disease. Such an immunologic tool, applied to the evaluation of the exposure to Glossina bites,
could be integrated in the control of human African trypanosomiasis (HAT). The antibody (IgG) response specific to
uninfected Glossina fuscipes fuscipes saliva was evaluated according to the vector exposure and trypanic status in
individuals residing in an HAT-endemic area. A high level of anti-saliva IgG antibodies was only detected in exposed
individuals, whether infected or not by Trypanosoma brucei gambiense. In addition. the evaluation of specific 1gG
response represented spatial heterogeneity according to studied sites. These results suggest that the evaluation of
anti-saliva 1gG could be an indicator of Glossina exposure and thus could be integrated in other available tools to

identify populations presenting risks of HAT transmission.

INTRODUCTION

Trypanosoma brucei pambiense, the causative agent of the
chronic form of human African trypanosomiasis (HAT), is
transmitted by infected Glossina bites during the blood meal.
The disease occurs in West and Central Africa, where 60
million individuals are exposed to the Glossing vector. Con-
sidered as a neglected disease, many efforts are conducted
under WHO recommendations by systematic screening of
populations to diagnose infected individuals and to control
HAT transmission. These campaigns have shown their poten-
tial efficacy in several countries by reducing HAT incidence.
such as in the Democratic Republic of Congo (DRC).! The
weak sensibility and specificity of the useful diagnostic tools
requires urgent attention to develop new diagnostic tools dis-
tinguishing Glossina exposure. early detection of infection.
and HAT morbidity stages. The entomological methods are
currently the referent methods to evaluate the densities of
Glossina population but their major limit is the application to
the field conditions as a large scale. The use of a geographical
information system seems to be an adequate tool to detect
favorable ecologic location for colonization of Glassina vec-
tor.*

HAT morbidity results from complex interactions between
the parasite, tsetse fly vector, and human host. Salivary pro-
teins of Glossing are injected during the bite to favor the
correct blood feeding by using their pharmacologic properties
{vasodilatators, anti-platelet aggregation, and blood coagula-
tion inhibitors).” In addition, some salivary proteins are im-
munogenic in inducing a specific immune response with the
production of antibodies (Ab).*~ Studies on different vectors
{ Triatoma, Aedes, Phiebotomus, Anopheles) have suggested
that the evaluation of human specific Ab response to saliva
and/or to recombinant salivary protein could evaluate the ex-
posure of individuals to vector bites and thus could be an
indicator of risk to pathogens transmission."” Few studies
have explored the immune properties of Glossina saliva.'”
Previous study indicated that IgG response to Glossing mor-

* Address correspondence to Anne Poinsignon, IRD-URG24, Epidé-
miologie and Prévention. Routes des Péres Maristes, BP 1386, 18524
Dakar, Séncgal. E-mail: anne poinsignon@ird fr
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sitans morsitans saliva and to specific salivary Tsal proteins
were detected in exposed and infected Ugandan populations.”
Recently, our team highlizghted the detection of immunogenic
salivary proteins of four Glossina species. In individuals living
in the Bandundu area (DRC) endemic for sleeping sickness,
we showed that the profile of these immunogenic proteins
was dependent to the Glossina species (vector or not) and to
the trypanic status of individuals.* As a next step and to
strengthen our hyvpothesis to elaborate a marker of Glossina
exposure based on the saliva immunogenicity. the objective of
this study was to evaluate, using enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA). the IgG Ab level specific to Glossina
Suscipes fuscipes saliva according to the vector exposure and
to the trypanic status of individuals.

MATERIALS AND METHODS

Studied population. The study was conducted using sera
from individuals living in the HAT-endemic area of Band-
undu in the DRC.'"" The status of 71 individuals included in
the study was defined using serologic, parasitologic, and mo-
lecular studies as previously described.* These results led to
defining two groups of exposed individuals (Exp group): 1)
the ENI group, which included exposed but uninfected indi-
viduals (N = 52; 862 vears old) and 2) the EI group, which
included exposed and infected patients in the first and second
stage of the disease (N = 19 6-59 years old). A negative
control {Nexp group) included individuals (N = 37; 21-76
years old) who live in Glossina spp—free area (personnel
from Lapeyronie Hospital, Montpellier, France, and autoch-
thons from Reunion island). The study adhered to the ethical
principles defined by the Helsinki Declaration and was re-
viewed and approved by the local Ethical Committee of the
DRC (Public Health Ministry 2001). All individuals enrolled
in this study signed an informed consent form.

Saliva collection. Glossina fuscipes fuscipes is the main 7.
brucei gambiense vector in the Bandundu area. The salivation
technique used enabled analysis of biologic material similar to
saliva injected in the vertebrate host during natural blood
feeding.* Whole saliva extract (WSE) samples from unin-
fected male and female G. fuscipes fuscipes bred in an insec-
tarium (Unit Research 177, IRD) were collected, as previ-
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ously described.'” Briefly. the Glossina were enclosed in a
tube and placed above a drop of salivation buffer (10 mmol/L
HEPES, 150 mmol/L NaCl, and 5 mmol/L EDTA, pH 7.2) on
warm slides (37°C). After 10 minutes of salivation, the saliva
solution was collected and stored at —80°C before use. The
protein concentration of the saliva solution for female sex
(150 pg/mL) and for male sex (250 pg/mL) was evaluated by
a bicinchoninic acid test (BCA Protein Assay Kit; Pierce.
Rockford, IL). Mixed WSE was done by pooling equal quan-
tities of proteins of both sexes.

Evaluation of human IgG Ab levels. An ELISA technique
was carried out using WSE from uninfected mixed male and
female G. fuscipes fuscipes, and sera were tested for IeG Ab
as previously described for Anopheles.” Maxisorp plates
(Nunc. Roskilde, Denmark) were coated with mixed WSE
(2 pg/mL) in carbonate/bicarbonate buffer and saturated
with blocking buffer (Pierce). Individual sera were incubated
(1:120}) in phosphate-buffered saline (PBS)-Tween 1%, and
IgG detection was performed using a mouse anti-human IgG
biotinylated mAb (B Pharmingen, San Diego, CA ). Peroxi-
dase-conjugated streptavidin was added (Amersham, Les
Ulis, France), and colorimetric development was carried out
using [2.2-azino-bis (3-ethvlbenzthiazoline 6-sulfonic acid]
diammonium (ABTS; Sigma. St Louis, MO) in 50 mmol/L
citrate buffer (pH 4) containing 0.003% H,O,. Absorbance
(OD) was measured at 405 nm. In addition, the absence of
significant Ab detection in wells without antigen was verified
(ODn). Individual results were expressed as the AOD value
calculated according to the formula: AOD = ODx — ODn,
where ODx represented the individuals OD value with anti-
gens wells. A subject was considered as an “immune re-
sponder” if its AOD was higher than AOD mean + (3 = SD)
in the unexposed group (Nexp; AOD = 0.389),

Statistical analysis. All data were analyzed with the Graph-
Pad Prism software (GraphPad, San Diego, CA). After veri-
fying that values did not assume a Gaussian distribution, the
non-parametric Mann-Whitney U test was used for compari-
son of Ab level between two independent groups and the
non-parametric Kruskal-Wallis test for comparison between
more than two groups. All differences were considered sig-
nificant at P < (.05,

RESULTS AND DISCUSSION

The anti-saliva 1gG level was compared between individu-
als exposed (Exp = ENI + EI groups) or not (Nexp group) to
Glossina bites (Figure 1A). Eighty percent of the exposed
individuals were “immune tesponders” for anti-saliva [gG.
The diagnostic value of this specific ELISA test presents the
following characteristics: sensibility = 80%. specificity =
100%, positive predictive value = 100%, and negative pre-
dictive value = 73%.

A high level of specific IgG Abs was observed in exposed
individuals (median = 0.827), whereas baseline I2G level was
very low in the Nexp group (median = (1.148). The difference
in specific 1gG response was highly significant between both
groups {7 < 0.0001). The individuals from the Nexp group.
despite living in an area free from Glossina. could be exposed
to others hematophagous arthropods ( Aedes spp.. Culex spp.,
or Anopheles spp.), especially those from Reunion Island.™?
The very low baseline of specific 1gG level in the Nexp group

P < 0.0001
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Fioure 1. Individual IgG Ab levels specific to saliva of the .
fuscipes fuscipes. Individval AOD results are presented. and bars in-
dicate the median value for each group. The results are presented
according to the exposure status A, either exposed (Exp) or not
(Nexp) lo Glossing bites, and according to HAT infected status B,
either exposed but uninfected (ENI) or exposed and infected (EI).
Statistical significance between three groups is indicated (non-
parametric Kruskal-Wallis test).

could indicate the absence of immune cross-reactivity of sali-
vary proteins between (lossina and others arthropods. Nev-
ertheless, possible cross-reactivity of tsetse saliva with other
Brachycera flies, such as tabanids or stable flies. which are
more closely related to tsetse than mosquitoes can not be
excluded. Altogether, the results suggest that the anti-saliva
IgG response could be a selective marker of exposure to
Crlossina bites. In addition. the level of anti-saliva IgG Ab was
compared between the Nexp group and infected (EI group)
or uninfected (ENI group) individuals (Figure 1B). The spe-
cific IgG response remained significantly higher in the ENI
group compared with the Nexp group (< (L0001 ). However,
the anti-saliva IgG response was significantly lower in the EI
group compared with the ENI group (P = 0.0371). In a sub-
analysis according to age (< 35 and > 35 years of age), the
difference between the EI and ENI groups was only signifi-
cant for individuals < 35 years of age (data not shown). De-
spite several parameters (history of exposure, environmental
factors, etc) that could explain this difference, these results
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Fioure 2. Individual IgG Ab levels specific to saliva of the .
Suscipes fuscipes in ENI group according to studied villages. Indi-
vidual AOD results are presented, and bars indicate the median value
for cach group. The results of the exposed but uninfected individuals
(ENI group) are shown according to their dwelling place in the region
of Bandundu (DRC). Statistical significance between both groups is
indicated (non-parametric Mann-Whitney U7 test).

suggest a possible influence of an immuno-suppression phe-
nomenon in HAT-infected individuals as previously de-
scribed. Nevertheless, anti-saliva IgG level remained con-
siderably higher in the infected (EI group) than in the unin-
fected (Nexp group) individuals {# < 0.0001). This result
indicates that the anti-saliva Ab response could be a useful
marker of (lossing exposure even if individuals are immuno-
suppressed because infected.

The anti-saliva IgG response was compared only in ENI
individuals according to their dwelling villages with the ob-
jective of evaluating the possible spatial heterogeneity of ex-
posure to Glossina bites (Figure 2). The specific [gG Ab lev-
els differed significantly (P = 0.0163) between the two stud-
ied sites. This first approach suggests that the evaluation of
anti-saliva IgG response could discriminate the difference of
Glossing exposure according to studied site, as previously de-
scribed for Aedes exposure.” Nevertheless. further studies in-
cluding entomologic assessments of precise Glossing expo-
sure are necessary to confirm these results according to dif-
ferent levels of exposure.

This study indicated that IgG response to whole saliva
could be a potential marker of exposure to Glossina bites and.
probably, an indicator of the spatial heterogeneity of expo-
sure. However, an optimal marker. in terms of specificity to
Crlossina species (i.e.. to avoid cross-reactivity with others
arthropods) would be obtained by identifying immunogenic
salivary proteins specific 1) to Glossina species vector of Try-
panosoma brucei gambiense and 2) to infected bites.

This study, in complement to previous results identifving
species-specific immunogenic salivary proteins and evaluating
Ab response to specific recombinant proteins. highlights the
potential use of anti-salivary protein Ab response as an im-
muno-epidemiologic indicator of Glossina bite exposure.™”
This tool could allow the mapping and delimitation of foci
where the HAT disease prevails and could be integrated into
WHO strategies on HAT control in Africa.
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Résumé des travaux

L’objectif final de ces travaux était d’évaluer si la réponse anticorps anti-salive de
glossine pourrait étre un marqueur immuno-épidémiologique permettant d’évaluer le degré
d’exposition individuel de 'homme a la pigire de ces insectes.

Pour cela, nous avons évalué le taux d’Ac IgG spécifiqgues a la salive de glossine chez des
personnes vivant en zone d’endémie en RDC (infectées ou non) et des personnes n’ayant
jamais été en contact avec ces insectes (témoins européens). Les personnes vivant en zone de
transmission de la THA présentaient un tres fort taux d’Ac IgG spécifiques contrairement aux
individus non exposeés. La comparaison des niveaux de réponse IgG anti-salive entre ces
personnes nous a permis de définir les caractéristiques épidémiologiques de ce test évaluant
'exposition. Avec une spécificité de 100% et une sensibilité de 80 %, ce marqueur
immunologique d’exposition présentait donc des caractéristigues épidémiologiques
pertinentes. Par ailleurs, les variations quantitatives de cette réponse Ac semblaient également
apprécier I'hétérogénéité spatiale d’exposition a la piqQre des glossines. L’ensemble de ces
travaux semble indiquer que I'évaluation du taux d’lgG spécifiques a la salive des glossines,
et au risque de transmission de la THA, permettrait de distinguer les personnes exposeées ou
non a la piqdre de ces insectes et permettrait également de distinguer les niveaux de risque
d’exposition entre villages.

Dans cette étude, nous avons observé que les personnes résidant en zone d’endémie,
donc exposées aux piglres de glossines, développaient une réponse IgG a la $alive de
fuscipes fusciped.a principale espéce de glossine dans la zone de Bandun@ufastipes
guanzensismais cette espece n’est pas élevée en insectarium, nous avons donc du évaluer la
réponse IgG des individus contre la salive @e fuscipes fuscipedont un élevage est
maintenu au sein de I'IRD-UR177. Ces deux especes étant tres proches phylogénétiquement,
Nnous avons supposé que leur composition salivaire devait étre similaire en terme de nature de
protéines salivaires. Cependant les taux d’lgG mesurés ont pu étre sous-estimes.

La technique de recueil des extraits salivaires utilisée est originale (Figure 38) comparée a
I'utilisation de glandes salivaires obtenues aprés dissection. Notre procédé nous permet de

travailler sur un contenu salivaire proche de celui injecté lors d’une piglre naturelle.
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Figure 38. Séance de salivation de glossines.

Les glossines sont privées de nourriture les 2 jours précédant la salivation afin de stimuler leur appétit.

Les glossines sont réparties par groupe de 5 dans des tubes fermés par de la moustiquaire. Une lame a

microscope ou sont déposés quelques dizaines de microlitres de tampon de salivation est posée sur une

plaque chauffante réglée a 37°C. Le tube contenant les glossines est posé sur la lame, permettant ainsi

aux glossines de saliver. Le mélange tampon/salive est recueilli et regroupé par espéce et par sexe dans
des tubes qui sont conservés a —20°C jusqu’a utilisation.

1.3 - Vers lidentification de protéines salivaires immunogéniques

candidates pour I'élaboration d’'un marqueur d’exposition

Dans la perspective de développer un outil immuno-épidémiologique évaluant
'exposition de 'homme aux pigdres de glossines a grande échelle, I'utilisation des extraits
totaux salivaires n’est pas envisageable. La technique de recueil de la salive est relativement
longue et fastidieuse et elle ne permet pas d’obtenir des lots homogénes entre les différentes
séances de salivation, on a remarqué essentiellement des variations au niveau des
concentrations des protéines dans les différents lots de salive recueillis.

Un marqueur immuno-épidémiologique d'exposition optimal devra présenter des
caractéristiques intrinseques i) permettant la reproductibilité du test immunologique, ii)
assurant la spécificité a des especes ou a un genre d'insecte, i.e. évitant les réactions
immunologiques croisées avec d'autres protéines d'organismes vivants (dont les autres
arthropodes vecteurs) et iii) dont I'immunogénicité est associée positivement avec le degré

d'exposition des individus.

Dans cet objectif, il nous paraissait important de comparer la composition salivaire de

différentes especes de glossines, vectrices ou ndnbdgambienseCette approche pourrait
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orienter le choix de la protéine candidate en famctie sa spécificité ou de son caractere

ubiquitaire parmi les espéces glossiniennes.

Nous avons identifié trois stratégies pour sélectionner, parmi la salive totale, les protéines
salivaires candidates pour |'élaboration d’un marqueur d’exposition. Ces stratégies sont

présentées dans la figure 39.

Sélection de protéines salivaires comme
candidat marqueur d'exposition

Analyse transcriptome glandes salivaires Identification de protéines
Prédiction spécificité de genre / espece .lmmurlogem’que.s
Analyse bases de données protéines arthropodes = immuno-protéomique

|

Protéines recombinantes
Evaluation réponse Ac spécifique

4

Identification de peptides immunogéniques
Evaluation réponse Ac spécifique

Figure 39. Stratégies permettant l'identification de candidats salivaires pour |'élaboration de marqueur
d'exposition.

La premiere stratégie consiste a explorer les bases de données disponibles (par
exemple Vectorbase, Genbank) décrivant la composition en protéines des glandes salivaires et
d’identifier une ou des protéines présentant des caractéristiques requises en fonction de
I'objectif défini. A ce niveau la sélection se fera sur la présence d’un peptide signal au niveau
de la séquence des genes, séquence qui indique que cette protéine salivaire peut étre sécrétée
et donc participer a la relation homme-vecteur. L'évaluation de I'immunogénicité des
protéines sélectionnées permettra d'affiner la sélection. Le géno@erdersitans morsitans

est actuellement en cours d’annotation (Akebgl. 2005).
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La deuxiéme stratégie consiste a tester 'immunaif@nde protéines ou de peptides
salivaires synthétisés chimiquement (peptide a fagon) ou biologiquement (protéine
recombinante).

La derniere stratégie consiste a étudier le contenu salivaire par I'outil d'immuno-
protéomique. L'association d’'une électrophorése suivie d’'une immuno-empreinte permet de
séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire et de détecter celles qui présentent
des propriétés immunogéniques (car reconnues par les anticorps présents dans le sérum
d’individus piqués par les glossines). Nous avons orienté nos travaux vers cette stratégie. Elle

permet de sélectionner des protéines salivaires sur la base de leur immunogeénicité.

Nous avons comparé la composition en protéines salivaires de quatre especes de glossines,
trois especes pouvant étre vectricesTdegambiens€G. fuscipes fucipes, G. tachnoides, G.
palpalis gambiengeet une espéce non vectric&.(morsitans morsitans Nous avons
également détecté les protéines majoritairement immunogéniques reconnues spécifiguement

par les IgG présents dans les sérums d’'individus exposés aux pigures des glossines en RDC.

Ce travall a fait 'objet d’une publication dans I’American Journal of Tropical Medicine and

Hygiene présentée ci-dessous:

Poinsignon A Cornelie S, Remoue F, Grebaut P, Courtin D, Garcia A et Simondon F. 2007.

—

Human/Vector relationships during Human African Trypanosomiasis: Initial screening ¢

immunogenic salivary proteins of Glossina species. Am J Trop Med Hyg 76: 327-333.
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HUMAN/VECTOR RELATIONSHIPS DURING HUMAN AFRICAN
TRYPANOSOMIASIS: INITIAL SCREENING OF IMMUNOGENIC SALIVARY
PROTEINS OF GLOSSINA SPECIES

ANNE POINSIGNON,* SYLVIE CORNELIE, FRANCK REMOUE, PASCAL GREBAUT, DAVID COURTIN,
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Abstract.  The morbidity and mortality of vector-borne diseases is closely linked to exposure of the human host to
vectors. Qualitative and quantitative evaluation of individual exposure to arthropod bites by investigation of the specific
immune response to vector saliva would make it possible to monitor individuals at risk of vectorial transmission of
pathogens. The objective of this study was to evaluate and compare the antibody (1gG) response to saliva from
uninfected Glossina species, vectors, or non-vectors of Trypanosoma brucei gambiense by detecting immunogenic
proteins in humans residing in an area endemic for human African trypanosomiasis in the Democratic Republic of
Congo. Our results suggest that the immunogenic profiles observed seemed specific to the Glossina species (vector or
non-vector species) and to the infectious status of exposed individuals (infected or not infected). This preliminary work
tends to support the feasibility of development of an epidemiologic tool based on this antibody response to salivary

proteins.

INTRODUCTION

The chronic form of sleeping sickness (human African try-
panosomiasis [HAT]) caused by Trypanosoma brucei gambi-
einse is found in western and central Africa and is transmitted
to humans by bites of the (Flossina vector (tsetse fly). Among
vector Glossing species, Glossina palpalis, G. tachinoides, and
(. fuscipes are able to transmit T. b. gambiense. This slowly
progressing fatal disease often remains undiagnosed because
of lack of specific symptoms observed during its initial stage.
and the infection is readily confused with other febrile ill-
nesses, especially malaria.' The World Health Organization
(WHO) has recommended systematic screening of popula-
tions by serologic survey to diagnose infected individuals and
to control HAT transmission.” In the mid1980s, the incidence
of HAT increased to alarming levels comparable to those of
the early 20th century, particularly in the Democratic Repub-
lic of Congo, and it now represents a major public health
problem.® This re-emergence can be partly explained by lax-
ity in control and research efforts. In view of this alarming
situation, intensification of active case detection and treat-
ment was initiated by the national control programs of dis-
ease-endemic countries and results seem promising; WHO
recently reported a decrease in the number of new reported
cases.”

The morbidity and mortality of sleeping sickness is closely
linked to transmission of the pathogen by the vector, and is
therefore associated with exposure of the human host to in-
fected Glossina bites. However, the relationship between the
presence of vectors and the prevalence of the disease is com-
plex, and other parameters must be considered when evalu-
ating risk of infection.™® This complexity underlines the im-
portance of developing new tools to identify populations ex-

* Address correspondence to Anne Poinsignon, Epidémiclogie and
Prévention, Unité de Recherche (024, Institut de Recherche pour le
Deéveloppement, 911 Avenue Agropolis, BP 64501, 34394 Montpel-
lier CEDEX 5, France. E-mail: anne.poinsignon@mplird.fr
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posed to a high risk of transmission and which could enable
optimization of epidemiclogic surveillance and identification
of individuals who may benefit from monitoring. Currently.
exposure of populations to the Glossina vector is evaluated by
entomologic methods (e.g., capture by traps), but such meth-
ods cannot evaluate heterogeneous individual exposure.”

During blood feeding, insects inject salivary proteins (sia-
lome), primarily to counteract the host hemostasis response
induced by the bite. The pharmacologic properties of these
proleins, such as platelet aggregation inhibitors, vasodilators,
and inhibitors of blood coagulation, are necessary for blood
feeding.® Some of these salivary proteins also have immuno-
genic characteristics (immuno-sialome) that enable initiation
of a specific immune response.” Based on these immune prop-
erties. studies have shown the potential of markers of expo-
sure to vector-borne diseases by evaluation of a specific an-
tibody response to salivary proteins in individuals exposed to
the arthropod vector. The first example of an epidemiologic
indicator was reported in the United States in individuals
infected with Borrelia burgdorferi, the causative agent of
Lyme disease.'” The level of IgG antibody specific for Ixodes
damini tick saliva was higher in individuals at high risk of
developing Lyme disease.!! Moreover, specific IgG1 and
12(G4 isotypes of antibody to Triatoma salivary antigens have
been detected in individuals exposed to Chagas disease and
the level of specific 1gG4 of Aedes aepypri saliva might be a
marker of intense exposure to Aedes bites."*™ It has been
also suggested that immune response to sand fly recombinant
salivary gland protein may be a good marker of vector expo-
sure.'® Recently, it has been shown that children from a ma-
laria-endemic area in Senegal developed a specific IgG re-
sponse to Anopheles gambiae saliva that was positively asso-
ciated with the degree of exposure to vector bites evaluated
by classic entomologic studies.'” In addition. high levels of
IgG antibody to saliva appeared to be a predictive indicator
of malaria morbidity.

Few studies have explored the immunogenic properties of
Glossina saliva in sleeping sickness. Immediate or delayed
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hypersensitivity responses have been observed in humans and
rabbits exposed to tsetse fly bites, suggesting immunogenic
properties of Glossina saliva.'®'% Another study attempted to
identify an epidemiologic indicator of human contact with
Glossina by detection of specific antibody of Glossina salivary
glands in human sera, but the immunologic techniques used
{immunoelectrodiffusion) failed to detect an immunoelogic re-
sponse.””

The present study represents a new attempt to evaluate the
immune response to tsetse fly bites in human populations in
an area endemic for sleeping sickness. The objective of the
study was to detect immunogenic salivary proteins of Glos-
sina (vector and non-vector species) and to compare the pro-
files of these immunogenic proteins, taking into account the
infectious status of individuals living in an area endemic for
HAT.

MATERIALS AND METHODS

Studied population. The study was conducted using sera
from individuals living in the HAT-endemic area of Band-
undu in the Democratic Republic of Congo.*" The status of 74
individuals included in the study was defined using serologic
(card agglutination trypanosoma tests for T. b .pambiense and
trypanolysis test), parasitologic, and molecular (polymerase
chain reaction) investigations.™* Stage diagnosis was carried
out for all sleeping sickness cases (n = 19), by counting white
blood cells present in the cerebrospinal fluid (CSF). These
results led to defining three groups of individuals: 1) the ENI
group, which included exposed but non-infected individuals
{n = 55) who had no positive test results; 2) the P1 group,
which included exposed and infected patients in the first stage
of the disease {n = 7) who had positive test results and < 5
white blood cells/uL in CSF; and 3) the P2 group. which
included exposed and infected patients in the second stage of
the disease (n = 12) who had positive test results and = 5
white blood cells/pl in the CSF. A negative control (CHU)
group included individuals (n = 16) who were never exposed
to Glossina spp. bites: it included personnel from Lapeyronie
Hospital (Montpellier, France). The study adhered to the
ethical principles defined by the Helsinki Declaration, and
was reviewed and approved by local traditional authorities
and by the local Ethical Committee of the Democratic Re-
public of Congo (Public Health Ministry, 2001 ). All individu-
als enrolled in this study signed an informed consent form.

Saliva collection. Saliva samples from uninfected male and
female (rlossina bred in an insectarium (Unité de Recherche
177. Institut de Recherche pour le Développement) were col-
lected. The tsetse flies were enclosed in a tube by a mosquito
net and the tube was placed above a drop of salivation buffer
(10 mM HEPES, 150 mM NaCl, and 5 mM EDTA. pH 7.2) on
warm slides (37°C).** After 10 minutes of salivation. the sa-
liva solution was collected, pooled, and stored at —20°C be-
fore use. The saliva of four tsetse flies species was collected:
three vector species of T. b. gambiense: (G. fuscipes fuscipes.
G. tachinoides, and G. palpalis gambiensis) and one non-
vector species of T. b. gambiense (G. morsitans morsitans).

Sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE). Prior to electrophoresis, salivary proteins
were precipitated. A volume of salivary samples was diluted
with nine volumes of ice-cold (-20°C) 80% ethanol. The mix-
tures were incubated for one hour at —20°C and centrifuged at

13.000 rpm at 4°C for 30 minutes. The supernatants were
removed and 1 mL of ice-cold (-20°C) 70% ethanol was
added. Samples were centrifuged as above for 20 minutes.
The supernatants were removed and the pellets were air-
dried. For one-dimensional gel electrophoresis, pellets were
suspended in a mixture of 5x Laemmlizsalivation buffer (1:4).
Based on the evaluation of the protein concentration by bicin-
choninic acid (BCA) test (BCA Protein Assay Kit, Pierce,
Rockford, IL), equal quantities of Glossing salivary proteins
(7 pg) were deposited in each well for electrophoresis. Sali-
vary proteins were separated by one-dimensional electropho-
resis on a 4-15% gradient acrylamide gel in Tris-glyvcine
buffer with SDS (Ready gels Tris-HCI: Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) according to the manufacturer’'s instructions.
Separated proteins were observed by staining with silver ni-
trate solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO} based on a
modified method of Shevchenko and others.™ Gels were
fixed twice for 30 minutes in 30% ethanol and 5% acetic acid
and then washed four times in MilliQ) water. Gels were sen-
sitized for one minute in 0.02% sodium thiosulfate, washed
twice (one minute/wash) with MilliQ) water, incubated in
0.1% silver nitrate containing 0.06% formaldehyde for 45
minutes. and washed with MilliQ water. Proteins were then
visualized in developing solution (0.05% sodium carbonate,
0.06% formaldehyde; Sigma-Aldrich) until a desired level of
staining was achieved. after which development was stopped
with 5% acetic acid.

Immunoblotting, The proleins separated by one-
dimensional electrophoresis were transferred onto a polyvi-
nylidene difluoride membrane (Bio-Rad Laboratories) in
Tris-glvcine buffer at 100 mA for one hour and at 300 mA for
one hour. The membrane was then washed three times with
Tris-buffered saline (TBS) and blocked with 5% skim milk in
TBS for one hour. The membrane was washed three times
with TBS containing 0.1% Tween 20 and three times with
TBS,. and then equilibrated with 2% skim milk in TBS for 20
minutes. Immunogenic proteins were detected by incubation
of the membrane with human sera (1:150) overnight at 4°C.
Mouse anti-human IgG conjugated to alkaline phosphatase
(Sigma-Aldrich) were added at a dilution of 1:5,000. Before
and after addition of the secondary antibody, the membrane
was washed three times in TBS containing 0.1% Tween 20
and three times with TBS. The membrane was incubated with
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/nitro blue tetrazolium
substrate (Sigma-Aldrich) until a desired level of staining was
achieved and digitized by a personal densitometer SI (Amer-
sham Biosciences, Piscataway, NJ).

RESULTS

Glossina sialomes, The profiles of salivary proteins (sia-
lomes) from male and female (flossina, both vector or non-
vector species, are shown in Figure 1. Approximately 15-20
bands with molecular weights of 11-240 kD were observed in
saliva samples of each Glossina species. Saliva of the three
potential vector species of T. b. pambiense (G. fuscipes fusci-
pes, G. tachinoides, and G. palpalis gambiensis) had many
common bands (approximately 24, 27, 33, 37_ 39, 54, 60, 70,
104}, 110, 130, and 150 kD) with some variations in intensity of
silver staining. Some of these proteins were also detected in
G. morsitans morsitans saliva, but non-vector saliva contained
more proteins with molecular weights of approximately 50-72
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Fioure 1. Protein composition of saliva from uninfected male
() and female (¥ ) Glossina species. Shown are three vector species
(Glossina palpalis gambiensis |G.pgl. G. fuscipes fuscipes [G.ff]. G.
tachinoides [€5.tachi]) and 1 non-vector species (G, morsitans morsi-
tans [G.mm)) of Trypancsoma brucei gambiense. Saliva were ana-
lyzed by 4-15% gradient one-dimensional sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis under non-reducing conditions
and silver staining. Molecular mass markers (MW) are shown on the
left in kilodaltons (kDa).

kD when compared with vector species. Low molecular
weight proteins (11-33 kD) were found in the eight saliva
samples, but the intensity of silver staining appeared higher in
G. morsitans morsitans saliva. The protein profile of Glossina
saliva appeared to be species specific, with strong similarities
between vector species and important differences in non-
vector species (. morsifans morsitans. The composition of
saliva appeared similar in females and males for all Glossina
species.

Detection of immunogenic proteins according to Glossing
species. We evaluated the immunogenic profile of Glossina
salivary proteins (immuno-sialome) by immunoblotting with
a pool of sera of exposed but non-infected persons (ENI
eroup) ( Figure 2). An 1gG antibody response specific to saliva
samples of each Glossinag species was detected and the immu-
nogenic profile appeared to be different according to the
Crlossinag species.

For each saliva sample, 10-15 bands were detected. Some
bands (37, 39, 54, 60, 70. 95, and > 170 kD) were common to
the four species tested. However, the immunogenic profile of
non-vector saliva was different from that obtained with saliva
of vector species. This difference was closely linked to the
immunogenicity of specific proteins observed only in G. mor-
sitans morsitans saliva (50, 55, 65, and 72 kD; Figure 2). We
also detected a specific band of approximately 42 kD in G.
fuscipes fuscipes saliva (Figure 2). In addition, the intensity of
immunogenic bands differed according to Glossina species.
For example, the double band of approximately 130 kD de-
tected in the saliva of the four species (Figure 1) showed
higher immunogenic characteristics only in G. morsitans mor-
sitans. In addition, we observed a signal that had a staircase
appearance at the low molecular weight range in the vector
species. No relevant differences were observed in the immu-
nogenic profile between male and female saliva for any of the
Gilossina species. Thus, immunogenicity of salivary proteins
did not appear to be sex dependent for any Glossing species.

Fioure 2. IgG immunogenic profile of salivary proteins in male
() and female (%) Glossina species in exposed but non-infected
persons. Arrows in gel show immunogenic salivary proleins specific
to (7. [fand G.mm species. For definitions of abbreviations, see Figure
1. Molecular mass markers (MW) are shown on the left in kilodaltons
(kDa).

Detection of immunogenic proteins of G. fuscipes fuscipes
saliva according to the trypanic status of exposed individ-
vals. We evaluated the immunogenicity of salivary proteins
during chronic evolution of sleeping sickness by comparing
the immune profiles of G. fuscipes fuscipes saliva between
individual groups (pools of sera) with varying trypanic status:
exposed but non-infected persons (ENI group). infected in-
dividuals (P1 and P2 groups), and negative controls (CHU
group). Results were obtained for saliva from G. fuscipes
fuscipes because this species is the main vector of T. b. gam-
biense in the Democratic Republic of Congo. Figure 3 shows
results for male G. fuscipes fuscipes saliva: similar results for
each group were observed in females and mixed (male plus
female) saliva samples. We observed four major bands (37,
54, 60, and 150 kD) in the three exposed groups regardless of
the HAT status. In addition. four minor bands with low im-
munogenicity (90, 95, 110, and 125 kD) were detected in these
three groups. The infected groups (P1 and P2) showed similar
immunogenic profiles. In contrast, a difference in the immu-
nogenic profiles was detected between infected patients (P1
and P2 groups) and exposed but non-infected individuals
(ENI group). Some salivary proteins (four bands between 37
kD and 42 kD) were immunogenic only in the ENI group.
Surprisingly, weak intensity of three immunogenic proteins
(54, 60, and 150 kD), the major 37-kD band, and the previ-
ously observed staircase signal were observed in the CHU
group.

Amnalysis of the individual immunogenic profile in G. fusci-
pes fuscipes saliva. We investigated the immunogenic profile
of exposed but non-infected (ENI) and infected (P1) indi-
viduals to mixed . fuscipes fuscipes saliva (female plus
male). This study was carried out on nine ENI patients (Fig-
ure 4A) who were randomly selected, and on all persons in
the P1 group (n = 7; Figure 4B).

The profiles of individuals in the ENI group were hetero-
geneous, which sugeested variability in the immunogenicity of
salivary proteins among individuals with the same trypanic
status. The four major immunogenic bands (37, 54, 60, and
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Fioure 3. 1gG immunogenic profile of Glossing fuscipes fuscipes
saliva in three patients groups (ENL P1. and P2) and 1o the non-
exposed group (CHU). Arrows shows four major bands and arrew-
heads show four minor bands commonly detected in the three ex-
posed groups. ENI = exposed but non-infected individuals with no
positive results for four tests; P1 = exposed and infected patients in

the first stage of the disease who had posilive results for four tesis:

P2 = exposed and infected patients in the second stage of the disease
who had positive results for four tests. Molecular mass markers (MW)
are shown on the left in kilodaltons (kDa).

150 kD) and two minor bands with low immunogenicity (90
and 110 kD) differed in intensity among persons in the ENI
group. In addition, such individual variations were also ob-
served for ENI-specific proteins of approximately 37-42 kD.

In contrast, a similar profile of immunogenic salivary pro-
teins was observed among persons in the P1 group. Most
individuals in this group showed a specific IgG antibody re-
sponse to the four major bands (37, 54, 60, and 150 kD) with
particularly high immunogenicity for three of them (37, 60,
and 150 kD). In addition, this homogeneity of the profile of
P1 individuals was cbserved with two bands having low im-
munogenicity (70 and 110 kD). Most individual profiles (ENI
and P1) had the previously observed staircase signal at low
molecular weights.

DISCUSSION

In the present study, specific immune responses to salivary
proteins of Glossina were detected in humans residing in an
area endemic for a sleeping sickness. We demonstrated that
the specific antibody response to these immunogenic proteins
was dependent on the (lossina species and the infection sta-
tus of studied individuals.

Previous studies on Gilossina saliva had been carried out
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Fioure 4. A, Individual IgG immunogenic profile of Glossina
Sfuscipes fuscipes saliva in nine individuals (A-1) from the exposed but
non-infected group (ENI). B, Individual 1gG immunogenic profile of
. fuscipes fuscipes saliva in seven individuals (c—v) from the ex-
posed and infected group (P1). Molecular mass markers (MW) are
shown on the left in kilodaltons (kDa).
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principally on salivary glands {cDNA bank or protein extrac-
tion) of non-vector Glossina species of 1. b. gambiense (G.
morsitans morsitans and G. morsitans centralis). but salivary
glands contain structural proteins that are not secreted during
biting.'” Nevertheless, they enable identification of some pro-
teins with pharmacologic properties involved in inhibition of
the human host hemostasis response.®® In the present study,
the salivation technigue used enabled analysis of biologic ma-
terial similar to saliva injected in the vertebrate host during
natural blood feeding. This enabled identification of compo-
nents involved in the hostivector relationship. The sequencing
of an extensive set of expressed sequence tags of the G. mor-
sitans morsitans salivary gland is currently being carried out
and should confirm the effectiveness of our salivation tech-
nique.*”

In the present study. analysis of sialomes identified 15-20
bands by one-dimensional SDS-PAGE. It would be useful to
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determine whether one band corresponds to one or more
proteins. Such identification could be performed by separat-
ing the salivary proteins by two-dimensional electrophoresis
and analyzing them by mass spectrometry. However, we have
shown that numerous bands are common to Glossing species.
but other bands are present only in potential vector species
(G. fuscipes fuscipes. G. tachinoides, and G. palpalis pambi-
ensis) and non-vector species (G. morsitans morsitans) of T. b.
gambiense. This difference in saliva composition, including
the presence or absence of certain salivary proteins. could be
involved in vector capacity of the Glossing species. For ex-
ample, a salivary protein may be essential for continuation of
the parasite maturation cycle in the vector, as suggested in the
Anopheles mosquito.™

To our knowledge, the present study is also the first de-
scription of Glossing immuno-sialome carried out by investi-
gating the specific human IgG response to Glossina saliva in
a population exposed to HAT. Previously. hypersensitivity
reactions of an immediate or delayed type were observed in
humans, but specific salivary components involved had not
been identified.'®*" Moreover. a previous study described sia-
lome and immunogenic salivary proteins of G. morsitans cen-
tralis that were detected by IgG antibodies from sensitized
rabbits. '

Comparison of immuno-sialomes of the four Glossina spe-
cies shows a difference in the profile of immunogenic proteins
according to species. This difference was greater between
Crlossing vector species or non-vector species of T. b. gambi-
ense, as we observed in sialome analyses. Most of these im-
munogenic proteins were common to the four Glossing spe-
cies. Nevertheless, the immunoblotting approach distin-
guished immunogenic proteins specific to Glossina species (42
kD specific for . fuscipes fuscipes and 50, 35, 65, and 72 kD
specific for GG. morsitans morsitans). Species-specific antigens
were also identified in Phleboiomus and Aedes species.”™"
The difference in immunogenic protein composition in Glos-
sina species may also be involved in transmission of the para-
site. For example, the immune response induced by specific
proteins of non-vector G. morsitans meorsitans (50, 55, 635, and
72 kD) could play a role in preventing infection permissive-
ness. It has been demonstrated that the specific immune re-
sponse to one Phlebotomus salivary antigen (PpSP15) can
confer protection against the development of leishmaniasis in
animal models

Another difference between vector and non-vector Gios-
sina species was also observed. A signal (< 37 kD) in the form
of bands in a staircase pattern was only detected in saliva of
Glossina vector species (G. fuscipes fuscipes, G. tachinoides,
and (5. palpalis pambiensis). One hypothesis is that this signal
could be an artifact of handling. In addition, endosymbiont
Sodalis glossinidus bacteria can be found at the level of sali-
vary glands of certain Glossina species, but are absent in G.
morsitans morsitans salivary glands.*® Another hypothesis is
that proteins of these bacteria are secreted during Glossina
bites and induce a specific immune response in humans. The
staircase signal was also detected in G. fuscipes fuscipes saliva
using sera from the CHU group, which was not exposed to
(rlossing bites and thus was not exposed to 8. glossinidus. This
surprising result may also represent the same artifact of han-
dling or detection of cross-reactivity with compounds of other
bacteria. Moreover, numerous bacteria express proteins on
their surface that bind to the Fe regions of I[gG, which will

enable these bacteria to be covered with host protein and
escape the defense mechanism of the host™® Some bands ob-
served in the presented immunoblottings might be linked to
this bacterial capacity. Such proteins from bacterial surfaces
could be present in Glossinag saliva and thus bind 1gG anti-
bodies (human antibodies in serum and/or secondary antibod-
ies used in the assay) in a non-specific manner. In addition,
three bands with low immunogenicity (54. 60, and 150 kD)
were detected with the sera of the CHU group. which also
suggests immune cross-reactivity. This could be due to cross-
reactions between common epitopes of arthropod salivary
proteins from mosquitoes, horseflies, and sand flies. Further
investigations are necessary to define the immunologic speci-
ficity of salivary proteins of Glossina.

We also studied the relationship of immuno-sialome to the
specific immunogenic profile relative to the trypanic status of
individuals (exposed but non-infected [ENI] and infected [P1
and P2]). We investigated the specific immune response to G.
Juscipes fuscipes because this species is the main vector spe-
cies of T. b. gambiense in the Democratic Republic of Congo.
Immunoblotting with a pool of sera from these three groups
resulted in detection of immunogenic proteins that were clas-
sified into two clusters according to their intensity of immu-
nogenicity: the four major bands with high immunogenicity
(37, 54, 60, and 150 kD) and four minor bands with low im-
munogenicity (90, 95, 110, and 125 kD). We cbserved a simi-
lar immunologic profile for these two clusters in the three
exposed groups. This resulted in detection of common sali-
vary proteins that are immunogenic in all groups exposed to
G. fuscipes fuscipes bites regardless of the infection status of
the patients. However, some variations in detection of immu-
nogenic proteins were observed between the ENI and P1/P2
groups. The IgG response to smaller salivary proteins (four
bands between 37 kD and 42 kD) was detected only in the
ENI group. This suggests that the immunogenicity of some
salivary proteins decreases with the infection status of sleep-
ing sickness (exposed versus infected). which could be due to
immunosuppression observed during development of sleep-
ing sickness™

Analysis of the immunologic profile of exposed (ENI
group) and infected (P1 group) individuals also confirmed
group-dependent differences according to the exposed versus
infected status. The ENI group showed heterogeneity in im-
munogenic profiles between individuals, which suggested that
exposed but non-infected individuals have a different immune
response to Glossina salivary proteins. In contrast, the immu-
nogenic profile was similar among infected P1 individuals for
whom three major bands (37, 60, and 150 kD) with high im-
munogenicity were commonly detected.

Since the mid 1990s, several studies have investigated the
immune response of mammalian hosts to arthropod bites.™®
Qualitative and quantitative evaluation of specific human an-
tibody responses to arthropod salivary proteins may be a use-
ful marker of exposure to vector-borne diseases, similar to
markers for malaria in Senegal and for Chagas disease and
visceral leishmaniasis in Brazil.'>'*"7

Selection of immunogenic proteins for claboration of an
immune marker of exposure to Glossing requires knowledge
of vector saliva composition in proteins (sialome) and immu-
nogenic characteristics of these proteins (immuno-sialome).
Candidate proteins must be expressed in saliva of most Glos-
sina species, or at least be common to vector Glossina species.
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In several hematophagous species, the male does not take a
blood meal. which is reflected in salivary morphology and
secretions.® Both female and male Glossina could be vectors
of Trypanosoma, and we have shown that both sexes have
similar immunogenic profiles of salivary proteins. Since the
observed immune response must be specific to Glossing sali-
vary antigens. the protein containing potential common
epitopes with other vector arthropods would have to be elimi-
nated from the pool of candidate proteins. Furthermore, im-
munogenic proteins specific to a Glossina species (42 kD for
G. fuscipes fuscipes and 50, 535, 65, and 72 kD for . morsitans
morsitans in our study) should also be markers of distinguish-
ing specific exposure to the bite of one Glossing species.

Candidate proteins should have immunogenic properties
enabling detection of specific antibodies in all persons ex-
posed to Glossina bites, whether or not the persons are in-
fected. Several immunogenic proteins of interest were em-
phasized in our results. Major proteins were identified in ENI
and P1 individuals, including 37-. 60-. and 150-kD bands.
However, these bands, except for the 37-kD band, also ap-
peared to be immunogenic in the unexposed CHU group but
their immunogenicity was low. Among the minor proteins,
only the 110-kD protein was immunogenic in most individuals
exposed to Glossina bites, but it showed weak immunogenic-
ity in our study. We have not identified a marker protein, and
our results represent a first attempt to characterize the im-
munogenic profile of Glossinag salivary proteins in an exposed
population. Nevertheless, this study indicates the feasibility of
elaboration of an immuno-epidemiologic marker of exposure
based on antibody response to salivary proteins.

Further studies on other sleeping sickness transmission foci
are needed to confirm these results. The immuno-proteomic
approach using two-dimensional electrophoresis could iden-
tify immunogenic proteins specific for exposure to Glossina
bites and could be used for mass spectrometric characteriza-
tion of proteins. After immunogenic proteins are identified,
selected proteins could be produced in their recombinant
form and a quantitative method (enzyme-linked immunosor-
bent assay) could be used to evaluate specific individual an-
tibody titers to these proteins in the framework of large-scale
immuno-epidemiologic studies. These immunologic results
could be compared with exposure (as evaluated by an ento-
mologic approach) and morbidity data.

The development of an immuno-epidemiologic marker of
exposure to (lossina bites could represent a tool complemen-
tary to those currently available, which include diagnostic
tests enabling evaluation of morbidity and environmental
data (satellite data, climate models. entomologic information,
and cartography) that define where and when populations
have been exposed to vectors and parasites.®” Such a marker
could be used to estimate the exposure of individuals to Glos-
sina bites and be an indicator of risks of HAT transmission.
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Résumé des travaux

L'objectif de cette étude était de détecter et de comparer la composition en protéines
salivaires immunogéniques de quatre especes de glossine, espéces vectrices oLl hon de
gambiensge chez des individus, infectés ou non, résidant en zone endémique. Par une
technique d'immuno-empreinte, nous avons remarqué que la composition de la salive en
protéines immunogéniques était dépendante de I'espéce glossinienne (vectrice ou non) et que
leur immunogénicité était dépendante du statut d’exposition (exposé ou non) et infectieux
(infecté ou non) des individus. Cette étude nous a permis de détecter des protéines salivaires
immunogéniques spécifigues ou communes entre les especes de glossine. Trois protéines
salivaires de G. fuscipes fuscig8g, 60 et 150 kDa) ont été retrouvées immunogéniques chez
la majorité des individus exposés, infectés ou non. Ces protéines salivaires pourraient étre de
possibles candidats pour I'élaboration d'un marqueur immuno-épidémiologique appreéciant

I'exposition aux espéeces des glossines.

Parallelement a cette étude initiée en 2004, des équipes belges ont publié des travaux
explorant 'immunogénicité de la salive Ge morsitans morsitanfCaljon et al. 2006). Ces
études ont permis de détecter des protéines salivaires immunogéniques au sein de la salive de
G. morsitans morsitanshez des personnes, infectées ou non par T. b. rhodesiense, résidant en
Ouganda et exposées aux piglres de ces glossines savanicoles. Une réponse IgG a été détectée
contre 3 groupes de protéines, de fort (130-170 kDa), de moyen (57-58 et 64-66 kDa) et de
faible poids moléculaire (28 kDa). Une réponse IgG contre les protéines Tsal-1 et -2 (43-45
kDa) a également été retrouvée chez tous les individus exposeés.
Dans le cadre de notre étude d'immuno-détection, nous n’avons pas observé le méme profil
de protéines salivaires immunogéniques pour la saliv@.dem et notamment les protéines
Tsal-1 et -2 qui apparaissent trés immunogéniqgues chez les personnes ougandaises. Cette
espece de glossine ne semble pas étre retrouvée dans la zone de Bandundu (Figure 37) et on
ne détecte pas de réponse IgG spécifique contre ces protéines chez les individus. Par ailleurs,
des génes codants pour Tsal-1/-2 ont été retrouvés Ghéascipes(Li et al. 2001). Les
individus de Bandundu sont exposés aux protéines salivair€sfddont Tsal-1 et -2 et en
effet ils semblent développer une réponse immune IgG spécifiqgue a des protéines d’'un poids
moléculaire proche de 42kDa pouvant correspondre a ces 2 protéines. La présence d’épitopes

différents entre ces protéines chez les 2 especes de glossine pourrait expliquer que les
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personnes de Bandundu ne développent pas d'lgG maissant les protéines Tsal-1/-2
spécifigues d&.m.m..
Ces observations soulignent 'importance de valider des candidats marqueurs dans différentes

zones geographiques présentant des contextes d’exposition différents.

Suite a ces deux études, cette thématique appliquée aux glossines a été arrétée au sein
du projet EpiVect. Néanmoins notre équipe EpiVect reste associée a l'initiation et aux suivis
des résultats d'un projet concernant la salive des glossines intitulé « Etudes expérimentales de
la réponse anti-salive de glossines chez les bovins d’Afrique de l'ouest: application a
l'analyse de la trypanotolérance et a I'évaluation de I'exposition des troupeaux » qui a été
accepté pour financement dans le cadre de projets Aires-Sud. Cette étude vise a développer un
marqueur sero-epidémiologique, basé sur la détection d’anticorps dirigés contre la salive de
glossine pour I'analyse de la trypanotolérance chez les bovins et I'évaluation de I'exposition
des troupeaux pour les études et le contrdle des trypanosomiases animales africaines. Par
ailleurs cette étude se propose d’étudier les effets immunomodulateurs de cette salive sur la
réponse immune de I'héte et I'établissement de I'infectionTpgnanosoma congolensglle
s'intéresse principalement a la mouche tsé-tsé de I'espléssina palpalis palpalign raison
de son abondance relative en Afrique de I'ouest par rapport aux autres espéeces et de son réle
de vecteur commun des trypanosomoses animales africaines et de la trypanosomiase humaine
africaine. Les coordinateurs principaux sont le Dr. Zakaria Bengaly, chercheur au Centre
International de Recherche-Développement sur I'Elevage en zone Subhumide (CIRDES-
Bobo-dioulasso, Burkina Faso) et le Dr Bruno Bucheton, chercheur au sein de I'lRD-UR177
affecté au CIRDES. Dans ce cadre, un transfert de technologie concernant les techniques de

salivation et d'immuno-protéomique a eu lieu en janvier 2008 au CIRDES.
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Développement d’un marqueur immuno-epidemiologique d’exposition specifique d
Anoptieles spp.

Dans le cadre du paludisme, le concept de dévelapgemarqueurs d'exposition a
partir de I'évaluation de la réponse IgG spécifigue aux extraits salivaires totanx d’
gambiaea préalablement été démontré au sein de notre laboratoire. En effet, des enfants
résidant dans une région impaludée au Sénégal développaient une réponse IgG spécifique aux
extraits salivaires totaux Ah. gambiaedont l'intensité était associée positivement a leur
degré d’exposition aux piqdres de ce vecteur, évalué par des méthodes entomologiques
classiques (Remouet al. 2006). L'évaluation quantitative du taux d’Ac spécifiques aux
protéines salivaires dn. gambiaepourrait donc étre un moyen d’apprécier I'exposition
individuelle aux pigdres de ce vecteur et de ce fait au risque de transmission du paludisme.
Cette premiere étude a été confirmée pour un autre complexe pathégendirusP.
falciparum) en Thailande (Waitayaket al. 2006).

Dans I'objectif de développer un marqueur spécifique de I'exposifooheles spp.,
nous avons orienté nos recherches vers l'identification de protéines salivaires spécifiques au
genreAnophelesce qui nous a conduits a valider un peptide salivaire dérivé de la protéine
gSG6 en tant que candidat potentiel chez des enfants vivant en zone de transmission palustre
saisonniere au Sénégal. Dans un deuxieme objectif, nous avons évalué l'acquisition des
réponses immunes 1gG et IgM spécifiques a un candidat marqueur, identifié lors de la
premiéere étude, chez des tres jeunes enfants au cours de leurs deux premiéres années de vie

dans une autre zone de transmission saisonniére au Sénegal.

2.1 - Epidémiologie du paludisme au Sénégal

Les premiéres descriptions de cas de paludisme au Sénégal sont rassemblées dans
I"essai sur les fievres intermittentes pernicieuses observées a la cbte occidentale” écrit en
1850 par Pierre Hippolyte Vivien. Ces descriptions précedent l'identification de I'agent causal
par Charles Louis Alphonse Laveran en 1880 et la découverte du mode de transmission par
Ronald Ross en 1897.

D’aprés le programme national de lutte contre leigiame (PNLP) du Sénégal, le paludisme

constitue actuellement le probléme majeur de santé publique du pays. Il constitue la premiére
cause de morbidité et de mortalité, d'aprés le PNLP plus de 8000 décés par an sont attribués
directement a cette parasitose. Le paludisme sévit a I'état endémique dans tout le Sénégal,

toutefois son épidémiologie est caractérisée par I'hétérogénéité des niveaux d'endémicité et
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des modalités de transmission (Figure 40). La trésson est particulierement intense dans

les zones rurales, la ou I'acces aux soins est le plus limité.

La transmission du paludisme est essentiellement de type saisonnier au cours de la saison des
pluies jusqu’au début de la saison séche. Le principal parasite estR. 98kiparum,mais

des associations avét malariae et P. ovalent été retrouvées dans 1-15% et 1-&86 cas

respectivement (Fayet al. 1995; Fayet al. 1993).

I Mowyenne Mationale: 22 25 9%

Moins de 20 %

20% a 2226 %

Flus de 2225 %

Sources REMMEPHLP SH

Figure 40. Prévalence de la morbidité palustre en fonction des régions au Sénégal en 2007. Les
villages de Niakhar et de Ndiop sont indiqués.
D’aprés PLNP Sénégal.

Les caractéristiques de I'endémicité sont spécifiques aux zones géographiques. Dans la région
du nord Sénégal, le paludisme est hypo-endémique avec une transmission faible et instable.
Dans la région du centre, ou une partie de nos travaux a étée effectuée, le paludisme est méso-
endémique avec une transmission saisonniere. Une immunité est acquise chez les enfants
d'une dizaine d’années mais des formes séveres peuvent étre observées pour toute la
population. Dans la région du sud Sénégal, le paludisme est hyper-endémique avec des
recrudescences saisonniéres.

Le peuplement anophélien du Sénégal est riche d’une vingtaine d’especes. Le role de vecteur
du paludisme humain a été établi chez quatre d'entre elles dont trois especes du complexe
Anopheles gambia@\n. gambiae s.s; An. arabiensis; An. mglesAnopheles funestues
vecteurs secondaires ont également été identifiés coAmnmepharoensis et An. niliLa

distribution dAn. gambiae s.®t An. arabiensisest symétrique dans tout le pays et leur
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frequence relative est fonction des conditions diiguees. An. arabiensisest mieux
représentée dans les savanes seches (zones sahéliennes et soudano-sahéliennes), alors qu'An.
gambiae s.sprédomine dans les zones de savane humide, bien qu'elle soit également
rencontrée dans la zone sahélienne, le long du fleuve Sénégal et sur le littoral. La disponibilité
en eau, suite a une bonne pluviométrie et/ou une bonne maitrise des eaux de surface, est a
l'origine de la prolifération durable des vecteurs, de I'apparition ou du retour de certaines
especes de vecteurs qui avaient plus ou moins disparu. L'un des vecteurs prifgipaux
funestuss’était raréfié au nord du pays mais récemment une étude a montré son role dans la
transmission du paludisme dans la région du fleuve Sénégal €Dial. 2008). La
réintroduction de cette espéce peut notamment étre attribuée a la mise en place de deux
barrages hydrauliques qui ont modifié les pratiques maraichéeres de la région, créant de
nouveaux gites pour cette espece anophélienne. Ainsi cette recolonisatiom. panestus

semble avoir démarré apres les sécheresses des années 1970-199@(abrizd61).

La premiére étude présentée ici a été menée a Niakhar, une zone rurale du centre
Sénégal située a environ 135 km de Dakar. L'ethnie majoritaire est Sérere. La densité de
population est forte (en moyenne 126 habitanté/ktout I'espace est anthropisé dans le but
de favoriser les activités agricoles. Le paysage, dont I'absence de relief, est marqué par les
concessions qui constituent l'unité traditionnelle d'habitation pour une famille avec plusieurs
maisons a murs de terre séche et un toit habituellement en paille, plus rarement en téle
ondulée, ordinairement perméables aux entrées-sorties des moustiques. Ces concessions sont
dispersées au milieu des champs de culture de petit mil et d'arachide. Le bétail bovin, ovin,
caprin, équin et la volaille est bien représenté. Mis a part les bovins en saison séche, tous ces
animaux passent la nuit dans les concessions. L'usage des moustiquaires de lit est trés limité.
Le climat de type sahélien est caractérisé par l'alternance d'une longue saison seche de
novembre a juin et d'une saison pluvieuse de juillet a octobre. Quelques marigots ou mares
sont mis en eau par les pluies et s'assechent rapidement dés le début de la saison séche. Au
cours de la période 1982-96 la moyenne pluviométrique a été de 437 mm dont 75% d’aolt a
septembre (en quantité d’eau comme en nombre de jours pluvieux).

Dans la zone de Niakhar les vecteurs majeursAonarabiensig97%) etAn. gambiae s.st

P. falciparumest la seule espece plasmodiale responsable du paludisme. La transmission est
saisonniere essentiellement en saison des pluies (pic en septembre-octobre) et présente des
variations locales en durée et en intensité. Elle correspond globalement a un paludisme méso-

endémique (EIR=10). L'épidémiologie du paludisme dans la zone de Niakhar apparait liée
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aux particularités écologiques spécifiques de chaesnvillages étudiés (Robat al. 1998).
En effet il existe des disparités de transmission entre les différents villages composant cette
zone.

La deuxieme étude présentée dans ce chapitre a été menée a Ndiop, un village situé a
280 km de Dakar, dans la région du Saloum. Les ethnies majoritaires sont les Wolof et les
Peuhl. La végétation est constituée de savane arborée et les principales cultures sont les
arachides et le petit mil. La saison des pluies s'étend de juin a octobre. Au cours de la période
1993-96 la moyenne pluviométrique a été de 673 mm. Les vecteurs majeurs du paludisme
sontAn. arabiensiset An. gambiae s.set P. falciparumest le seul parasite responsable du
paludisme (Fontenillet al. 1997). La transmission est saisonniére essentiellement en saison
des pluies et correspond globalement a un paludisme méso-endémique (EIR=20).

2.2 - ldentification du peptide gSG6-P1 comme marqueur immunologique

d’exposition spécifigue aux piqlres dAnopheles gambiae

Cette étude a été initiée en collaboration avec José Ribeiro (National Institute of
Health, Bethesda, USA) et Bruno Arca (Université de Rome et de Naples, Italie), suite a une
réunion avec le groupe EpiVect a Montpellier en juin 2006.

L'objectif principal de cette étude était d’identifier et de tester des protéines salivaires
spécifigues dAnopheles spppouvant étre des candidats relevants pour I'élaboration d’'un
marqueur immuno-épidémiologique d’exposition spécifique aux piqdres de ces vecteurs. En
effet, un marqueur d’exposition optimal devra évaluer spécifiquement le degré d’exposition
des populations humaines aux espésagphelesou a un ensemble d’espécesmdpheles
vectrices mais ne doit pas estimer simultanément I'exposition a d’'autres insectes
hématophages tels que I&edes, Culex, Glossina, etc. De tels phénoméenes de réactivité
immunologique croisée peuvent étre attendus du fait que certaines protéines salivaires
d’arthropodes sont retrouvées de maniere ubiquitaire au sein de la salive de plusieurs espéces

d'insectes (I'apyrase par exemple).

Parmi les protéines salivaires sécrétées identifiees par les études sur le transcriptome
des glandes salivaires de plusieurs especgrsoghelesla famille des protéines Salivary
Gland (SG) a été identifiée spécifique aux Anophelinae (Valenetiala2003) Cette famille
est composée de 8 protéines (SG1-SG8) qui ont été identifiées la premiere fosnchez
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gambiae(Arca et al. 1999). Ces protéines n'ont pas de fonction connue actuellement mais
leurs séquences présentent clairement un peptide signal suggérant que ces protéines sont

sécrétées au sein de la salive et donc interviennent dans la relation homme-vecteur.

Les genes codants pour gSG6 et gSG7 (g signifie que la séquence estAselle d’
gambia@ présentent des faibles homologies de séquence avec des protéines anti-coagulantes
du nématode hématopha@acylostoma caninurat du venin du cobra chinoaja naja atra
respectivemen{Lanfrancotti et al. 2002). A. caninuinfecte de nombreux vertébrés et se
nourri en dilacérant les vaisseaux de l'intestin de I'héte. Pour prévenir ’lhémostase ce parasite
sécrete des protéines nommeées AcARscaninumanti-coagulant proteins) qui inhibent le
facteur Xa et le complexe Vlla-Facteur Tissulaire de la cascade de coagulation (Staakens
1996). La protéine gSG6 présente un fort degré de similarité avec la protéine AcCAPs6 (24%
identité et 65% de similarité). La protéine gSG7 présente un faible degré de similitude avec
une phospholipase PLA2 qui est retrouvée au niveau du venin du cobra chinois (19%
d’identité et 45% de similarité) et qui présente une activité d’inhibition sur le facteur Xa (Pan
et al. 1994). Ces similarités avec des molécules anticoagulantes d'espéces distantes
n'impliquent pas nécessairement des fonctions homologues mais la coincidence est a noter.
En effet les études précédentes ont montré que la salive des anophéles contenait des protéines
ayant une action directe sur la thrombine mais n'ont pas reporté d’action contre le facteur Xa
(Valenzuelaet al. 1999). Le poids moléculaire de gSG6 est d’environ 13kDa et sa séquence
comporte 10 résidus cystéine probablement a l'origine de cing ponts di-sulfure.

En complément il a été observé que I'expression du géne codant pour gSG6 est seize fois plus
importante chez les femelles que chez les méles suggérant un role de cette protéine salivaire
dans le repas sanguin du moustique (Aetal. 2005; Calvo et al. 2006). Par ailleurs, la
guantité de protéine gSG6 est moindre chez un vecteur infecté (Chetusmhe2007).

La protéine SG6 a également été retrouvée au niveau des glandes salidairssegphensst

An. funestusnais non che?n. darlingi. La figure 41 présente les séquences de la protéine

SG6 chez ces trois especes d’anopheles.

- 143 -



Développement d'un marqueur immuno-épidemiologique d’exposition spécifique a
Anoptieles spp.

E Cafveet al | et Bivchemidry and Moleculor Biokwgy 37 (207 164—175

OTMELELSR TDOA FLE
O TMHDEL&KLIDEPFLED
SEEMHEOVL&CRIDOAFLED 11

R TRT AR AT K AW ) sH o W kR k. EAW

el L

Figure 41. Alignements des séquences de gSG6 chez 3 esploeplielesAn. stephensi (AS), An.
funestuqAF) et An. gambia€AG). Les cystéines sont ombrées. Les identités sont indiquées avec
"* " une forte conservation en acide aminé par " : " et une conservation d’acides aminés avec " . ".

D'apres (Calvet al.2007).

Par ailleurs, la protéine gSG6 a été rapportée antigénique chez des individus (militaires en
mission en Afrique) faiblement exposés aux piqaresndpheles(Orlandi-Pradineset al.

2007), ceci ayant été confirmé par notre équipe chez des enfants vivant en zone endémique a
Niakhar (S. Cornélie, communication personnelle). La protéine gSG6 présente les
caractéristiques de spécificité et d'immunogénicité nécessaires, elle se présentait comme le

meilleur candidat marqueur d’exposition.

Deux protéines de la famille des protéines SG, gSG6 et gSG7, ont été synthétisées
sous forme recombinante dans un systeme lewRi@hi@ pastori} par I'équipe de Bruno
Arca. A notre connaissance elles représentaient les seules protéines salivaires SG disponibles
sous forme recombinante. Nous avons donc saisi I'opportunité de tester I'immunogénicité de
ces deux protéines recombinantes. Mais des problémes de rendement dans la production de
ces protéines recombinantes nous ont restreint a tester ces protéines recombinantes chez un

petit nombre d’enfants.

Immunogénicité des protéines recombinantes gSG6 et gSG7

Nous avons évalué la réponse IgG spécifique a ces deux protéines salivaires chez six
enfants résidant en zone d’endémie palustre a Niakhar au Sénégal (Figure 42). Ces enfants ont

éte sélectionnés sur la base de leur forte réponse IgG anti-salive totale (RR¢alo@606).
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Figure 42. Evaluation de lI'immunogénicité des protéines gSG6 et gSG7 recombinantes chez 6 enfants
(a-f) résidant en zone de transmission palustre a Niakhar (Sénégal).

Les enfants présentaient un plus fort niveau d'Ac IgG contre la protéine gSG6 que pour gSG?7.
La protéine gSG7 semblait faiblement antigénique. Nous avons donc orienté notre étude
exclusivement sur gSG6 répondant au premier critere d'un marqueur d'exposition:
l'antigénicité.

Comme indiqué précédemment, des problémes de rendement et de reproductibilité des lots
dans la production de gSG6 sous forme recombinante nous ont amenés a développer une
stratégie peptide consistant a définir des peptides a partir de la séquence de gSG6 par des
outils de bio-informatique, de tester leur immunogénicité et de comparer le niveau de réponse
IgG spécifique a ces peptides chez des enfants résidant en zone palustre a Niakhar en fonction
de leur niveau d’exposition, évalué par des techniques entomologiques.

Nous nous sommes apercu de l'intérét de cette démarche peptidique pour répondre a un des
autres critéres principaux d'un candidat marqueur: la spécificité. En effet, on augmente la
spécificité aAnopheles sppen travaillant sur des peptides de courte séquence aminée plutét

gue sur une protéine entiére.

Ces travaux ont fait I'objet d'une publication dans PLoS ONE, qui est présentée ci-dessous.

Poinsignon A, Cornelie S., Mestres-Simon M., Lanfrancotti A., Rossignol M., Boulanger D.,
Cisse B., Sokhna C., Arca B., Simondon F. et Remoue F. 2008. Novel peptide marker
corresponding to salivary protein gSG6 potentially identifies exposufnopheles bites
PL0oS ONE 3 (6): e2472.
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Abstract

Background: In order to improve malaria control, and under the aegis of WHO recommendations, many efforts are being
devoted to developing new tools for identifying geographic areas with high risk of parasite ransmission. Evaluation of the
human antibody response to arthropod salivary proteins could be an epidemiological indicator of exposure to vector bites,
and therefore to risk of pathogen transmission. In the case of malaria, which is transmitted only by anopheline mosquitoes,
maximal specificity could be achieved through identification of immunogenic proteins specific to the Anopheles genus. The
objective of the present study was to determine whether the IgG response to the Anopheles gambiage gSG6 protein, from its
recombinant form to derived synthetic peptides, could be an immunological marker of exposure specific to Anopheles
gambiae bites.

Methodology/Principal Findings: Specific lgG antibodies to recombinant g5G6 protein were observed in children living in a
Senegalese area exposed to malaria, With the objective of optimizing Anophefes specificity and reproducibility, we designed
five gSG6-based peptide sequences using a bicinformatic approach, taking into consideration i} their potential antigenic
properties and ii) the absence of cross-reactivity with protein sequences of other arthropods/organisms. The specific anti-
peptide IgG antibody response was evaluated in exposed children. The five g5G6 peptides showed differing antigenic
properties, with gSG6-P1 and g5G6-P2 exhibiting the highest antigenicity. However, a significant increase in the specific lga
response during the rainy season and a positive association between the IgG level and the level of exposure to Anopheles
gambiage bites was significant only for g5G6-P1.

Conclusions/Significance: This step-by-step approach suggests that g5G6-P1 could be an optimal candidate marker for
evaluating exposure to Anopheles gambiae bites. This marker could be employed as a geographic indicator, like remote
sensing techniques, for mapping the risk of malaria. It could also represent a direct criterion of efficacy in evaluation of
vector control strategies.
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Introduction

The threat from vector-borne diseases, considered to be major
public health problems in developng countries, & prompting
research and health community in developing new tools for
dieases control. Malaria is by far the most severe of these diseases,
It 15 transmitted by the Aroffeles moscuitoes and is responsible each
year for at least 4N} million acute cases globally, resulting in more

than one and a half million deaths [1]. The vast majority of

malaria deaths oceur in sub-Saharan Africa and are caused by

Plasmaodium faliparm, the most severe and life-threatening form of

PL0S ONE | www.plosone org

the disease. In these areas the Anopheler gambiae complex 1s the
major vector. With a goal toward improving malaria control, the
“Roll Back Malaria” parmership has recommended developing new
diagnostic tool, especially for identifying geographic areas with
high risk of transmission [1]. The evaluation of exposure to
malaria risk 1z currently based on entomological methods (traps,
household/ indoor  spraying, human-landing catches, etc) but
such methods are mainly applicable at the population level and
do not enable evaluaton of the heterogeneity of individual
exposure. Trapping methods using adult volunteers can estimare
mdmidual exposure, but may be limited due to ethical consraines

June 2008 | Volume 3 | Issue 6 | e2472
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and limitations in terms of extrapolation to the incidence
children [2].

Plasmodim parasites are injected together with saliva during
blood-feeding by an infected Angpheles female. Salivary proteins
play a dual role in faclitating mosquito blood feeding; their
pharmacological propertes permit to counteract human defenses
triggered by dermis disruption (inflammatory and hemostasis) and
their immunological properties modulate the immume response of
the human host [34]. In addition, some salivary proteins are
immunogenic and can initiate a specific antibody (Ab) response
[5]. Linked to this interesting property, previous studies have
shown that the anti-saliva Ab response could be a potential marker
of exposure to vector-borne diseases in individuals exposed to bites
of arthropod vectors, such as ticks [B], phlebotomies |7, Triatoma
[8], frlassing [9] and also Aedes mosquitoes [10]. As concerns
Anopheles spp. and malaria ransmission, early epideminlogical
studies have shown that individuals living in malaria endermnic
areas, i.e. exposed to Anopleles bites, develop a specific anti-saliva
Ab response [11,12]. In Senegal, our group has mdeed
demonstrated that the lgG response t whole saliva extracts
(WSE) of An. gambiae represents a marker of exposure to An. gambiae
bites. In addidgon, high ano-saliva I1gG levels appeared w be a
predictive indicator of malaria morbidiy [11].

Some families of salivary proteins are widely distributed in
bloodsucking Dipiera [13]. Taking this into account, the evaluation
of Anopleles exposure based on the immunogenicity of WSE could
be skewed and/or overesumated by possible cross-reactviry
between common epitopes on immunogenic salivary proteins
berween mosquito species. An alernatve for optimizing the
specificity of this immuno-epidemiclogical test would thus be to
idennfy Anopeles genus-specific proteins [14].

In the last decade, biochemical properties and the role played by

saliva and salivary glands of arthropods in the permissiveness of

rransmission of pathogens has become a new research pathway for
disease vectors [15,16]. Relatwed to the identfication of the arthmpod
genome,  these sudies were performed by high  thrmoughput
transcriptome and proteome analyses based on salivary gland cDNA
libraries [17]. In An gambice, a catalogne incleding 71 secreted
salivary proteins has recently been described [18]. Among these
proteins, the so-called Salivary Gland proteins (SG1-8) have been
reported to be Aunopheles spp.-specific and may represent potenial
candidate tor elaborating genus-specific markers of exposure [19].

Furthermore, among these specific proteins, recent data
indicated that the gSGE protein could be Immunogenic m
individuals exposed 1o Anopheles. Indeed, via an immunoblotiing
approach, a band with molecular weight corresponding to the
gSGE  protein {11-13 kDa) was identified as antigenic in
individuals briefly exposed to Anapheles bites [20]. In addition, in
Senegalese children living in an endemic area for malaria, the
gSGH protein was recently confirmed as being antigenic by a 21D
approach coupled with mass spectrometry (Comelie, unpublished
data). Above these 2 criteria, the g&G6 proten would seem to be a
relevant candidate for validating its potental as an immunological
marker specific to An. gambiae bites.

‘The objective of the present study was to determine whether the
lgG Ab response to the An. gambias gSGE antigen and derived
peptides is an immuno-epidemiological marker of exposure
specific to An. gambiae bites in children living in an endemic area
for malaria. Using a step-by-step approach, we investigated 1) the
antigenicity of ghGEH expressed in recombinant form, i) the
Anipheles-specificity and the antigenic potential of gSGH peptides
designed using a hioinformaric approach, and @i ant-gSGG
peptides 1gGG levels in exposed children according o An, gambiae
exposure as esimated by entomological methods.

- ‘-
v@, PLoS ONE | www.plosone org

Biomarker An.gambige Exposure

Materials and Methods

Study population

The present study was conducted in Niakhar, a rural district of
central Senegal. This area is characterized by a dry savannah with
a rainy season from July o Ocober (approximatcely 400 mm of
rainfall recorded). This area is typical of the Sahel and Sub-Sahel
regions of Africa, where the occurrence of malaria is unstable, with
a season of P, falciparum transmission mainly from September to
November [21,22]

Sera were available from a clinical trial on seasonal intermiment
preventive treatment for prevention of malaria performed in 2002 in
children aged 6 weeks 1o 5 vears [22]. Sera from a subsample of these
children were awvailable at the peak (September) and ar the end
(December) of the rainy season, as previously described [11]; 241
children were screened in September 2002 and, among them, 175
children were screened in both September and December 2002,

Both the trial on anti-malaria trearment and the present study
followed ethical principles according to the Edinburgh revision of
the Helsinki Declaration, and were approved by the ethical
commuttees of the Ministry of Health of Senegal {August 2002 and
May 2003, respectively) and of the IRD (Institute of Research for
the Development) {January 2004). The ant-malaria trial was
approved by the ethical committee of the London School of
Hygiene and Tropical Medicine in June 2002. Written informed
consent was obtained from the study population.

Entomological data

Entomological data were collected cach month henween Septem-
ber and December 2002 in 11 villages in the Niakhar area using
capture by light raps (CDC miniamre light rap). Analysis of
entomological data led to defining 3 groups of individuals dassified
by their exposure level to Anofieles gambiae bites (low, mediom and
high exposure levels) as previously described [11].

Recombinant protein g5G6

An. gambiae gSGE was expressed as recombinant protein in the
veast Pichia pastoris (Arci B., unpublished data). cDNA coding for
mature gaG6 polypepdde was amplified by RT-PCR using gene-
specific oligonucleotide primers. Amplified fragments were
directionally cloned in the pPIC Za vector (Invitrogen, Carlshad,
CA) berween sequences coding for the signal pepride of the
Saccharomyces cevevisiae o factor at the N-terminus and those coding
for the cmyc and polvhisddine tags ar the C-terminus. Protein
expression was induced by addition of methanol (0.5%) w0 the
medium.  After 2448 hours, supernatants were collected by
centrifugarion and the proteins were purified by Ni-NTA affiniry
chromatography according o the manufacturer’s nstructions
(Quiagen, Omtario, Canada). Affinity-purified fractions were
employed for the determinaton of IgG levels by ELISA.

Peptide design of g5G6 salivary protein

We investigated the design of potentdal immunogenic peptides
of the gSGH protein using bio-informatic wols. The strategy was 1)
to identify potental immunogenic epitopes predicted by algo-
rithms; and ii) to research the specificity of An. gmbize gSGG
peptide sequence compared to the genome/ Expressed Sequence
Tag (EST) libraries of other organisms.

This analysis was based on the amino acid sequence of mature
An. gambiee  gSGH  UniProtKB/TrEMBLQOBIHSG”  and
“gi:13537666", [23]).

The identification of putative linear B-cell epitopes of An.
gambige gSGO was performed by computerized predictions of
antigenicity based on physico-chemical properties of the amino-
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arid sequences with the BeePred database [24] and with the
FIMM database [23]. We also identified the MHC class 2 binding
regions using the ProPred-2 online service [26].

Sequence alignments were done with the Thlasm program in
Vectorhase database |27] which enabled comparing a sequence of
g8G6 peprides with kmown genomes or EST libraries of Aedes
acgipti, Ivodes seapulars, Culex pipiens, Pedicwlus humanus, Glossina
morsitans, Rhodwis  prolicus, Lutzomdia lngpalpis and  Philebotomus
papatan. Concomitantly, we investigated sequence alignments with
the Blast program to compare the ghG6 peptides sequence with all
non-redundant GenBank CDS darabase [28].

Peptides were synthesized and purified (>80%) with Genosys
(Sigma-Genosys, Cambridge, UK) with an added N-terminal
biotin. All peptides were shipped lyophilized and they were
resuspended in 0.22 pm filtered milliQ) water and stored
aliquots at —BO°C.,

Evaluation of human IgG Ab levels ELISA

ELISA was carried out using salivary antigens (g5G6 recom-
bmant protein or biotmylated gSG6 peptides) and sera were tested
for IgGG anobodies. Maxisorp plates (Nunc, Rosklde, Denmark)
were coated with recombinant protein (5 pg/ml) or gSG6
pepiides (20 ug/ml for g8G6-P1, gSGH-P5 and 30 pg/ml for
gSG6E-P2, g5GE-P3, g5G6-P4) m carbonate/bicarbonate buffer.
Individual sera were mcubated in PBS-Tween 1% (1:10 for
assessment on recombinant protein, gSGG-P2 (subsample n<<30)
and gSGE-P3, and 1:20 for assessment on gSGH-P1, pSGE-P2
(large sample n=241), gSGAH-P4 and gSGH-P5). And-gSGH
peptides 1glG detection was performed using an HRP goat anti-
human lgG Ab {1:25000, Nordic Immunology, Tilburg, Nether-
lands) and anti-recombinant protein [g(s detection was performed
using a mouse biotinylated mAb (1:1000), BD Pharmingen, San
Diegn, CA). Pem\ld:lw»-ronmgatrd su'rp:av!dm (1:1000, Amer-
sham, Les Ulis, France] was added only for asay using
biotinylated secondary antibodies. Colorimetric development was
carried out using ABTS (2,2'-azino-bis {3-ethylbenzthiazoline G-
sulfonic acid) diammonium; Sigma, St Louis, MO) in 50 mM
citrate buffer (pH 4) containing 0.003% H.0s Absorbance/
Opiical Density (OD) was measured at 405 nm. In addition, the
absence of significant Ab detection was verified in wells without
antigen ((0Dn). Individual results were expressed as AOD value
calenlated according to the formula AOD = ODx-0Dn, where
ODx represented the individual OD value in antigen wells.

Statistical analysis

All data were analyzed with GraphPad Prism software® (San
Diego,CA, USA). After verifying that values did not assume
Gaussian distribution, the non-parametric Mann-Whitney Us-test
was used for comparison of Ab levels between two independent
groups and the non-parametric Kruskal-Wallis test was used for
comparison between more than two groups. The Wilcoxon
matched pair test was used to compare paired sera between
September  and December. All differences were considered
sigmificant at P<20.05.

Results

Immunogenicity of gSGé recombinant protein

The IgG response to recombinant gSGH protein was evaluated
in a small sample of children living in the studied area. The
children {n = 16) chosen for this iminal test were selected for ther
high level of IgG Ab specific o whole An. gambiar saliva
[0532<0Dygp<1.499, [11]).

- ‘-
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The level of IgGG Ab to gSGH (0.01<ADD=<1.959) classified
according o the mtensity of the AOD value 5 presented
Figure 1. A high and-gSG6 IgG respomse was observed in half of
the children. Interestingly, important varianons in the antd-gSG6
gz level were observed between exposed individuals ranging
from a low {Ind. 1-8) or intermediate (Ind. 9) to a high intensity of
the Ab level (Ind. 10-15).

Peptide design

The second step was to design g8G6-based peptides with the
ohjective of oprimizing and increasing Anopheles specificity and
reproducibility of the assay, and overcoming limits in production
of the recomhinant protein and possible batch-to-barch variatons,

The identificadon of potential immimogenic epitopes of the gSGG
protein was done with bioinformatic tools. We employed several
algorithms for prediction of potental mmunogenic sites (putative
linear B-cell epitopes and MHC class 2 binding regions). The
crosimg of the mmunogenic predicted epitopes led us to define 5
gSGE pepides (gSGE-P1 w ghGEPS) of 20 to 27 amino acid
residues in length, overlapping by at least 3 residues and spanning
the entire sequence of the mature ghGH prowin. Both predictive
methods for putative linear B-cdl epimpes (FIMM and Beebred)
assigned the highest potental immunogenicity to gSGH-P1. This
peptide was followed in the predicted immunogenicity scale by
gSGE-P2 (according o BeePred) or by gSG6-P3 and ghGe-P4
{according to FIMM). Peptide sequences are shown in Figure 2,

In order to try to maximize Anopheles specificity and to avoid
potential immune cross-reactivity (with proteins from other vector
species as well as from pathogens or other organisms), we also
searched for similarities using the Blast family programs, including
both the genome/EST libraries of other vector arthropods
available in Vectorbase and of pathogens/organisms in non-
redundant GenBank CDS databases. No relevant similarity was
found with proteins of other bloodsucking arthropods, as indicated
by the low scores that were obtained (few amino acids
consecutively matched and high rate of ewvalue, e e>0.13)
Indeed, the longest perfect match was six amino acids berween a
putative protein from Pedicelus humanes and gSG6-P2 and ghG6-P3
peptides (e =0.56). In the case of ghGE-P1, the best match was
four amino acids in length with Culee fapiens quinguefasciatus salivary
adenosine deaminase (e = 0.95). Moreover, no relevant similariry
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Figure 1. 1gG antibody response specific to g5SG6 recombinant
protein. The IgG antibody level was evaluated in chidren (n=16)
living in an endemic area for malaria. Individual ACD results (AOD as
described in the "Materials and Methods” section) at the peak of the
season of Anopheles exposure (Septemnber) are reported. Samples are
ordered according to the intensity of the individual AOD value,

doi: 10,1371 fjournal pone.000247 2.g001
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MAIRVELLLAMVLLPLLLLESVVPHAAAEKVWVDRDNVYC

GHLDCTRVATFKGERFCTLCDTRHFCECKETREPLPYMY

g

ACPGTEPCQSSDRLGSCSKSMHDVLCDRIDQAFLEQ

£506-P4

Figure 2. Amino-acid sequence of g5G6 Peptides. Amino-acid sequence of the 5G6 protein of Anopheles gambioe (gi:13537666) is presented
and sequences of the selected peptides, gSG6-P1 to g5G6-P5, are underlined. Signal peptide (SP) sequence is indicating by dotted underline,

doi:10.1371/journal pone. 000247 2.g002

was found with sequences from pathogens or other organisms. The
highest hits of gSG6-P1 were with the cyanobacterium Micacysiis
asrugimosa (three amino acids, e = 2.6) and with Osfracoraus OsV5
virus (four amino acids, e =15).

This analysis confirmed the boma fide high specificity of the 5
selected gSGH peptides for the Anophieles species.

Immunogenicity of gSG6é peptides

The following step was carred out to evaluate the lg(G Ab
response to the five g5G6 peptides by ELISA in a randomly selected
subsample of children {n<C30) living in the studied area (Figure 3). All
peptides were antigenic, but the intensty of the [gG level was clearly
peptide-dependent; weak antigenicity was observed for gSGG-P3,
gSGE-P4 and gSGEPA, whereas gSG6-P1 and gSGE-P2 appeared
highly antigenic in this subsample of children.

IgG response to gSG6 peptides according to exposure to
An. gambiae bites

Entomological data led o defining 3 groups of individuals
classified by their exposure level (low:l1.2921.11; medi
um: 1675+ 3.18; high:31.0823 47 bites/ human /nighe,
mean*8D) as previously deseribed [11]. Theretore, for each
gSGH pepude, we first compared the specific IgG level according
to their exposure group, within the same randomly selected
subsample of children (data not shown). A positive rend benween
the specific Ig level and the mtensity of exposure was found for
gSGH-PL and for gSGH-P2 in this subsample and this association
was only significant for gSG6-P1 (P<0.05). In contrast, gSG6-P3,
gSG6H-P4 and g8GG-PS were weakly immunogenic, as also

previously mentioned (Figure 3), In addition, the intensity of

lgG Ab levels to these 3 peptides was similar whatever the 3
groups of exposure level (data not shown). For all these reasons,
the next stage consisted of validating only gSG6-P1 and ghG6-P2
peptides as markers of exposure in a larger immumo-epidemio-
logical analysis according to entomological data. The IgG level
specitic to g8GE-P1 and g8G6-P2 was then evaluated in children
in=241) according to their exposure group at the peak of the
season of An. gembuae exposure (September), as defined by
entomological data (Figure 4). The IgG response showed
significant differences according to exposure groups for both
peptides (P<<0.0H} for gSGH-P1 and P=0L0195 for gSGH-P2,
rr'cp(’cme[y, Kruskal-Wallis test). The anti-gSGE-P1 1gG level was
similar in children n the low and medum exposure groups,

- ‘.
-@_ PLoS OME | www.plosoneorg

whereas it was significantly higher in children from the high
EXPOSUFe group (P<<0.0001 versus both low and medium groups).
In contrast, the median ant-gSG6-P2 Igl level appeared closely
gmilar between the low and high groups of exposure (non-
significant), although a significant difference (P<<0.03) was
ohserved when comparing medium and high groups. In addirion,
the evolution of the specific 1gG andbody response w gSGH-P1
and g&GH-P2 peptides m children (n = 175) was evaluated between
the peak (September) and the end (December) of the exposure
season (data not shown). The specific IgG response was
significantly higher in December as compared to September onlby
for gSGE-P1 (P=0.0137, Wilcoxon matched pairs test). Alrogeth-
er, these results showed that only the IgG response to gSGE-PI
increased with the level of exposure to An. gambiae, evaluated by
classical entomological data.

n=30 n=28 n=26 n=27 n=27

34 —
a 29
o
<l

1=

c L L]

6-95

P -y P'3'
T 08T 08T oab?

Figure 3. 1gG antibody response according to g5G6 peptides.
For each g5G6 peptide, the IgG antibody level was evaluated in a
subsample of children living in the studied area. Results at the peak of
the season of Anopheles exposure are reported according to gSG6
peptides. Results are presented by box plot graph where lines of the
bowes represent the 75th percentile, median and 25th percentile of
individual average AOD values; whiskers represent the lower and upper
adjacent values.

doi10.1371 fjournal pone.000247 2.9003

June 2008 | Volume 3 | Issue 6 | 2472

- 149 -



Développement d’'un marqueur immuno-épidemiologique d’exposition spécifique d
Anopheles spp.

gSG6-P1
1.5+
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Figure 4. 1gG response to g5G6-P1 and g5G6-P2 according to intensity of exposure to Anopheles gambiae bites. Individual AOD values

in September

(peak of the season of Anopheles exposure] are shown for the three different exposure groups. Results are presented for the same

children (n= 241} for g5G6-P1 (A) and gSG6-P2 (B). Exposure groups were defined by entomological data. Bars indicate median value for each
exposure group. Statistical significance between the 3 groups is indicated (non-parametric Mann-Whitney U-test).

doi:10.1371/jourral pone 000247 2.g004

Discussion
In this present study, the Ab response specific o Amopheles

gambiae pSGH salivary protein, from its recombmant form
synthetic peptides, was investigated in children living in a malaria
endemic area in Senegal. We have shown for the first time that
exposed individuals develop an IgGG response to gSG6 protein,

with considerable variations among children. With the objective of

optimizing Anepheles specificity and reproducibility of the mmu-
nological assay, a peptide design approach was undertaken using
bininformatic tools. Based on these analyses, five gSGG peptides
were selected for their potential immunogenic properties and for
their presumed absence of cross-reactivity (on the basis of identiry
and smilarity) with proteins of other arthropod wvectors or
pathogens/organisms  whose genome or EST  [libraries are
available. The specific 1gG level o gSGE peptdes was then
evalated according o the level of exposure as estimated by
entomological data. The five gSG6 peptides were antigenic, but
the intensity of their specific IgG responses appeared peptide-
dependent. Indeed, gSG6-P1 and ghGH-P2 showed the highest
level of antigenicity in exposed children, whereas gSGG6-P3, gSG6-
P4 and gSGG-P3 presented lower levels. This immuno-epidemi-
ological analysis confirmed biomformatic predictions and enabled
us o identify gSGE-P1 and gShGH-P2 as high antigenic peptides.
However, only the [glG response to ghGG-P1 increased with the
degree of exposure to An. gambige bites, as estimated by classical
entomological methods, and in agreement with previous ohserva-
tions of the IgG response to WSE in the same area [11]. Along
with the significant increase in ant-gSGE-P1 gl during the rainy
season, these results indicated that the IgG Ab response o gSGG-
P1 was positively associated with the exposure o the An. gambiae
vector. Owerall, this step-by-step onginal approach points o
gS5G6-P1 as a potential candidate as an imnmmuno-epidemiological
marker of exposure to An. gamibae bies.

The evaluation of immune responses to salivary components
might represent a means for assessing individual exposure to
vector bites. Previous studies on malaria vectors investigated the
Ab response to Anopheles WSE or to salivary gland extracts in
indivicuals living in malaria endemic areas. The specific IgG

response ‘{ﬂn‘rz.ie.!ﬂ saliva appeared to be a potential indicator of

exposure to vector bites in Senegal [11] and Thailand [12].

- ‘-
@, PLoS OME | www.plosone org

Nevertheless, collection of saliva and/or salivary gland extraces s
tedions and tme-consuming; in addition, saliva composition can
be affected by several ecological parameters such as age, feeding
status or infectivity of dnropheles |29], which in morn may influence
the anti-saliva immune response measured in exposed indivichuals.
A farther complication lies in the widespread occurrence of some
families of salivary proteins in hematophagous arthropod species,
which may iduce the presence of cross-reactive antibodies m
human sera [13]. An ideal alternative would be the availability of a
gngle immunogenic salivary protein specific to o given vector
species. This approach has been previously investigated by our
team for Glosana species, vectors of frpaosomatides [30] and
recently for dn. gambiar [31]. To define an immunological marker
of specific exposure to Angpheles genus, in terms of specificity,
sensiivity and reproducibility, we explored the composidon in
salivary proteins of different msect vector species among
transcriptomic and genomic studies. The gSGE salivary protein,
first described in An. gambice |32], was further reported as being
specific o Anopheles mosquitoes and highly conserved among
Anopheles species [19,33]. Indeed, sequence alignment indicated
high identity: SG6 of An. ganbize shared 75% identity with An,
stephens and 76% with An finestus [34]. In addidon, the An. gambias
gSGH protein has been reported to be potentially anfigenic
travelers exposed tor short periods o Anopheles bites |20, and it
was confirmed as being antigenic in Senegalese children by an
immuno-proteomic approach coupling 2D immunoblot and mass
spectrometry (Cornelie 8., unpublished data). In the present stucy,
we observed that the level of IgG w gS8GG protein was clearly
mdividual-dependent and may represent a tool to discriminate
exposure at the individual level. Altogether, these results indicared
the strong potential of g8GE protein as a candidate marker of
exposure to Anopheles gambiae bites.

The peptide design strategy has strengthened the specificity of
markers to An. gambiae and in particular, we demonstrated thar a
single peptide, g8GA-P1 could be the candidare as a marker of
exposure. Indeed, this peptide appeared to sarsfy several
requirements that such an exposure marker should fulfill. Firsr,
it thus far appears to be specific to the Awophelrs genus and
therefore, no relevant cross-reactivity phenomena with epitopes
from other proteins (main Difter species or pathogens) would be
expected. Nevertheless, few vector genomes are currently available
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and the clear absence of cross-reactivity will need to be confirmed
among other major insect vectors. Second, because it is of a
synthetic mnature, it guaraniees high reproducibilicy of the
immunological assay. Third, it elicits a specific Ab response which
eorrelates well with the level of exposure to An. gambize bites.

In the stdied area, the main vector of Plesnodium falciparum has
been reported to be An. arabiensis [11,21], a species belongmg w
the An. giméue 5. complex and whose genome is not currently
available. gSG6 peptides were designed on the basis of the A
gambrae s sequence, the only Angpheler genome available [33],
which may perhaps result in an under-estimation of the Immune
response in the studied children, as previously mentoned [11].
Nevertheless, gSGA-P1 shares B2% and 9% idendry with An,
siephensi and An. funestus, respectively, two species with greater
evolutionary distance from An. gambios 535 as compared o An,
arabiensis. The above observation tends 1o support the notion thart
gSGEH-P1 can be used to evaluate the exposure to other Anopheles
vectors of malaria. Obviously, confirmation in other mransmission
areas presenting different malaria transmission  modalites is
needed. In addition to the applications already mentioned, there
exist a number of other useful applications ot a marker of exposure
to Anapheles bites. It will be interest to evaluate gSGH peptides in

areas with different modalities of transmission, both in term of

mntensity and of the dynamics of exposure. For example, it would
be very useful to identify low exposure, for which entomological
studies are not sensitive enough (dry season, malaria according o
altimude, urban exposure) or adecquare (travelers, military corps).

One direct application of such a gSG6 peprde marker of

exposure could lie in the elaboration of maps representing the risk
of exposure to Anophelss bites. The development of such immuno-
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Résumé des résultats

L'objectif principal de cette étude était d'identifier et de valider une protéine salivaire
spécifigue du genrédnophelescomme marqueur d'exposition spécifique aux piqaras.d'
gambiae En nous basant sur les données bibliographiques, nous avons identifié la protéine
gSG6 comme candidat optimal. Cette protéine appartient a la famille des protéines SG
retrouvée exclusivement ch@nophelest présente des propriétés immunogéniques chez des
personnes exposées aux piqlirésdphelesAfin de maximiser la spécificité Anophelest
la reproductibilité du test immunologique, nous avons défini 5 peptides (gSG6-P1 — gSG6-P5)

a partir de la séquence protéique de gSG6. La séquence de ces peptides a été définie a partir
de la prédiction d'épitopes immunogéniques par des outils de bio-informatique. Nous avons
par ailleurs veérifié I'absence de similarités de séquence entre les peptides et la séquence de
protéines d’autres insectes vecteurs et d’organismes a partir des bases de données des
génomes disponibles. Nous avons alors évalué I'immunogénicité de ces peptides. Une réponse
lgG spécifique a été observée chez les enfants exposés a Niakhar, les 5 peptides ont montré
des propriétés antigéniques. Cependant les peptides gSG6-P1 et gSG6-P2 présentaient la plus
grande antigénicité. Une augmentation significative de la réponse IgG au cours de la saison
d’exposition et une association positive entre IgG et le niveau d’exposition aux piglines d’
gambiaea été trouvée significative seulement pour gSG6-P1. Cette approche suggeéere que
seule la réponse IgG spécifigue de gSG6-P1 peut étre un marqueur permettant I'évaluation

spécifique de I'exposition aux piqlresAdi. gambiae
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2.3 - Acquisition des réponses immunes IgM et 1gG spécifiques au peptide

gSG6-P1 au cours de la petite enfance

Les jeunes enfants de moins de 5 ans sont les premiéres victimes de la morbidité
palustre. La disponibilité d'un marqueur immunologique évaluant I'expositioArmapheles
dans le but d'améliorer la prise en charge du paludisme concernera en premier lieu cette classe
d'age. L'objectif principal de cette étude préliminaire était de comprendre la cinétique
d'acquisition des Ac IgM et IgG spécifigues du peptide gSG6-P1, candidat marqueur
principal, dans les premiéres années de vie d'enfants résidant en zone d'endémie palustre au
Sénégal. La réponse IgM correspond a une réponse primaire donc induite par les premieres
expositions aux pigdres alors que la réponse IgG correspond a une réponse immune installée.
Ainsi nous voulions vérifier si la réponse IgM ou IgG spécifique de gSG6-P1 pouvait étre un
marqueur d'exposition chez les tres jeunes enfants, pour cela nous avons étudié I'acquisition

simultanée de ces deux isotypes.

Matériel et méthodes

Population étudiée

Cette étude a été initiée en collaboration avec Jean-francois Trape (IRD-URO077). Elle
concerne 10 enfants résidant dans le village de Ndiop situé au Sénégal. Ce village fait I'objet
d'un suivi depuis 1993 dont I'Institut Pasteur de Dakar, I'IRD et le Ministére de la Santé et de
la Prévention du Sénégal coordonnent les activités (Projet Dielmo-Ndiop). Pour chaque enfant
nous disposions de prélevements sanguins recueillis au cours de leurs deux premiéres années

de vie.

Dosage immunologigue des IgM et des IgG spécifiques a gSG6-P1 par ELISA

Le protocole est présenté dans le "matériel et méthodes" de l'article publié dans PLoS ONE
(Poinsignon et al. 2008). Les conditions expérimentales concernant le dosage des IgM sont

similaires a celles utilisées pour le dosage des IgG.

Analyse statistique

Les données ont été analysées sous le logiciel SAS. Nous avons testé l'influence de I'age sur
les réponses IgM et IgG a l'aide des modeles linéaires mixtes (procédure PROC MIXED de
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SAS) afin de tenir compte des mesures répétéesnfamte Pour cela, les valeurs d&BO
obtenues ont été transformées en logarithme (In). Nous avons défini 5 classes d'age (2-6, 7-12,
13-18 et 19-25 mois). Les variables sexe (garcon/fille) et saison (janvier a juin et juillet a

décembre) d'ajustement ont été prises en compte comme variables potentielles.

Résultats

Evolution des réponses IgG au cours de la période d'étude

Les réponses IgM et IgG spécifiques du peptide gSG6-P1 ont été évaluées pour chaque
enfant, a plusieurs ages, au cours de leurs deux premieres années de vie (de 2 mois a 25 mois).
L'évolution des réponses IgG individuelles est représentée pour chaque enfant sur la figure 43.
Une grande hétérogénéité dans les profils individuels d'évolution de cette réponse IgG
spécifiqgue a été observée entre individu en fonction du temps. Néanmoins, les niveaux IgG
anti gSG6-P1 les plus forts semblent étre observés majoritairement au cours des saisons

d'exposition aux piqares (de juillet a octobre).

3.0
2.5
2.0
+
S
1.5
1.0
/\o
0.54 .
. A ) A
\ O/‘o 9,
A Y S % [ |
O& L AN B ) + v 0 L AN B ) L A B )
R R R R R R N R R I R I R
S LS L PP T TP PP LPLFLFLFELFLELEEEEES S
FFLFSLSSFSFSLFSSFS S S S S S S SSS S
R R R A G I R R I I IR R IR IR R G G G GERCER R S
NP E NSV PSRNV NSNS S

Figure 43. Evolution individuelle des réponses IgG spécifiques au peptide gSG6-P1 pour les 10
enfants au cours de leurs deux premiéres années de vie. Les saisons d'expgusitizmeiae s.|.
sont indiquées par des rectangles bleus sur I'axe des abscisses.

Evolution des réponses IgM et 1gG en fonction de I'dge des enfants

Afin de comprendre l'acquisition de la réponse humorale spécifique au peptide gSG6-P1, nous
avons analysé les réponses IgM et IgG spécifiques du peptide gSG6-P1 en fonction des
classes d'ages (0-6, 7-12, 13-18 et 19-25 mois) (Figure 44).
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Figure 44. Evaluation des réponses IgM et IgG spécifiques au peptide gSG6-P1 en fonction des
classes d'age des enfants. Les médianes sont indiquées par les barres. Suivant le nombre de
préléevements par enfant et leur distribution dans le temps, la réponse isotypique d'un méme enfant

peut apparaitre plusieurs fois dans la méme classe d'age.

Les réponses IgM et IgG des enfants au cours de leurs deux premieres années de vie
présentaient des cinétiques de développement différentes. De leur naissance a leur six
premiers mois, tous les enfants présentaient une tres faible réponse IgM. Cette réponse IgM
spécifigue augmentait progressivement jusqu'a leur 2 ans d'age. A linverse, la cinétique
d'acquisition des IgG anti gSG6-P1 présentait un profil en "U". En effet, une réponse IgG a

été détectée chez les enfants <6 mois. La médiane diminuait a 7-12 mois, restait stable a 13-

18 mois et une augmentation importante a été observée chez les plus agés.

Nous avons alors évalué les différences de réponse IgM et IgG spécifiques au peptide gSG6-
P1 en fonction des classes d'age et en ajustant sur l'effet de la saison. Une différence
significative entre les classes d'age a été observée uniqguement pour la réponse IgM
(P<0.0001). L'effet de I'age sur la réponse IgG est moins marqué, et n'atteint pas le seuil de
significativité de 5% (P=0.06).

Discussion

Cette étude préliminaire a été conduite dans le but d'évaluer I'acquisition de la réponse IgM et
IgG chez le tres jeune enfant au cours de ses premiers mois de vie. Le développement des
réponses IgM et IgG ne semble pas présenter le méme profil d'acquisition. En résumé, la
réponse IgM semble s'acquérir progressivement avec l'age alors que les IgG, déja présents

entre 2 et 6 mois n'augmentent fortement qu'a partir de 19-25 mois.
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A la naissance, un enfant est dit naif, son sysiémeunitaire est peu développé. Limmunité
humorale se met progressivement en place et on observe trés peu de réponse anticorps de type
secondaire "IgG". Le nouveau né peut produire des IgM suite a une primo-exposition mais il
n'‘est pas capable de produire des IgG. Par ailleurs, lors de la vie utérine, contrairement aux
IgM et aux IgA, les IgG peuvent étre transférés de la mere a I'enfant par des mécanismes de
transcytose a travers les barrieres épithéliales €Baji 1999) a partir de la deuxiéme moitié

du second semestre de grossesse (Gitlin et al. 1966). Ces anticorps maternels constituent la
forme primaire des défenses immunitaires de type humoral. Cette réponse humorale est
temporaire, les anticorps maternels sont progressivement éliminés selon le métabolisme
classique des Ig (demi-vie environ de 3 semaines), l'immunité maternelle dure environ 12
semaines. Les IgG peuvent également étre transmis a I'enfant via l'allaitement.

Dans notre étude, le profil de la réponse IgM observé chez ces enfants semble caractéristique
d'une acquisition progressive suite aux expositions répétées aux piqlres d'anopheles. A leur
naissance, les enfants ne présentaient pas dIgM anti gSG6-P1 et développaient
progressivement des IgM spécifiques a ce peptide. Ainsi, des I'age de 7 mois un jeune enfant
peut développer une réponse IgM spécifique a gSG6-P1, indiquant qu'un enfant de cet age
peut étre exposé aux piqlreémbpheles.

Le profil de la réponse IgG laisse suggérer la présence d'lgG maternels chez les enfants de bas
age (2-6 mois). Un transfert d'lgG peut également avoir lieu au cours de l'allaitement de
I'enfant par la mere pouvant expliquer un niveau élevé d'lgG jusqu'a 6 mois chez ces enfants.
Le profii en "U" observé suggere que les IgG maternels pourraient disparaitre
progressivement et qu'une réponse humorale IgG se mettrait progressivement en place se
traduisant par une augmentation de la réponse 1gG a partif8tnids.

Il semblerait que des enfants naturellement exposés aux piqikas ghmbiae s.l.
développent en premier lieu une réponse IgM spécifique au peptide gSG6-P1 suivie par une
réponse IgG. Ceci correspond au schéma classique d'acquisition d'une réponse humorale a des

antigénes.

Nous avions a notre disposition un faible échantillon composé uniquement de 10 enfants mais
suivis régulierement pendant leurs premiers mois de vie (un prélevement par mois). Cette
étude préliminaire constitue une premiere approche dans I'évaluation de l'acquisition des
réponses IgM et IgG chez le jeune enfant. Nous avons néanmoins pu détecter une réponse
IgM et IgG chez des tres jeunes enfants. Cette étude représente une premiére approche sur la

faisabilité d'utiliser ce type de marqueur d'exposition gSG6-P1 également chez les enfants de
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tres bas age (< 2 ans). Afin de confirmer ces pramiésultats, il est prévu d'évaluer
l'acquisition de la réponse IgM et IgG chez des enfants exposés naturellement aux piqQres
d'Anopheleset ceci a plus grande échelle. Cette étude est intégrée dans un projet mené par
I'IRD-URO010 (André Garcia et Agnés Le Port) a Tori-Bossito au Bénin intitulé "Survenue des
premieres infections palustres chez le nouveau-né : déterminants génétiques, biologiques et
environnementaux”. Une cohorte de 550 enfants est suivie de leur naissance a leur 12 mois de
vie, un prélévement sanguin de ces enfants sera disponible & 3, 6, 9 et 12 mois. Des
échantillons du sang périphériqgue de la mere, du cordon ombilical et du placenta seront
egalement disponibles ce qui nous permettra d'évaluer la transmission des anticorps maternels

a I'enfant. L'ensemble de ces prélévements sera disponible a partir de fin 2009.

Résumé des travaux

L'objectif de cette étude préliminaire était d'éandiacquisition de la réponse IgM et 1gG
spécifigue a gSG6-P1 chez des enfants au cours de leurs deux premieres années de vie. Les
profils d'acquisition semblent différents en fonction du type de réponse. La réponse IgM
semble s'acquérir progressivement avec I'age a partir des 6 premiers mois de vie alors que la
réponse IgG semble se développer plus tarf™CI8ois). Les trés jeunes enfants présentent

des anticorps IgG spécifiques a gSG6-P1 des leur naissance, ces Ac pourraient avoir une

origine maternelle.
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Dans ce chapitre de manuscrit, nous aborderons ssicement deux exemples
d'utilisation possible de marqueur d’exposition a la pigire des insectes vecteurs illustrant
l'apport d'un tel marqueur dans la prise en charge et la lutte contre le paludisme.

3.1 - gSG6-P1, un marqueur d’exposition dans des zones de faible densité

anophélienne

Les résultats présentés dans ce chapitre feront I'objet de la rédaction d’un article scientifique
qui sera soumis pour publication prochainement. Ce manuscrit est actuellement en correction

interne auprés des co-auteurs.

Human IgG response specific to one salivary gSG6-Peptide as a new immuno-

epidemiological tool for evaluating low exposure to Anopheles bites.

Poinsignon A., Cornelie S., Boulanger D., Sow C., Sokhna C., Cisse B., Arca B., Simondon

F., Remoue F.

Introduction

Malaria is a complex vector-borne disease with widely epidemiological profiles depending on
the distribution and the efficiency of mosquito vectors, the environmental conditions and the
acquired protective immunity by the exposed population. The development of control
strategies needs to be designed according to the transmission and exposure contexts and
according to the Anophelspecies behaviour characteristics.

Efficient control of malaria remains particularly difficult in the human populations weakly
exposed to transmission/infection. WHO reported that 29% of the global population lives in
areas where the level of malaria transmission is low (WHO 1996). This transmission context
is mainly characterised by strict seasonality, highland or “malaria of altitude” (>1500m), arid
(<1000mm rainfall/year) and urban areas. For example, urban malaria becomes currently a
serious health problem in several African cities where demographical development and
migrations from rural areas increase (Baudon et al. 1996). In addition, the substantial increase
of human migrations to and from malaria endemic areas allows to define new population of

travellers presenting high risks of malaria morbidity. Despite a low exposukadpheles
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vectors, such populations could present high sengkeof malaria morbidity and mortality,
mainly because of the very slow development of acquired protective immunity. Indeed, the
strategies for malaria control need to be adapted to these new epidemiological contexts of low
exposure/transmission but with high risks for population.

The evaluation of exposure to malaria risk is currently based on entomological
(Entomological Inoculation Rate) and parasitological methédas(nodiumdensity). In a
context of low transmission, the diagnosis of malaria infection in human by parasitological
methods presents substantial limitations and need large-scale field evaluation. The evaluation
of exposure level téd\nophelesites risk is currently based on entomological methods (traps,
household/indoor spraying, human-landing catches, etc.), but these entomological methods
are particularly not adequate for evaluating a low human exposut@dphelesbites in

several contexts of malaria risks, such as the decreasing exposure with the altitude, the urban
malaria or the punctual exposure in travellers. Within these contexts, the number of Anopheles
collected by these classical methods appeared so low for estimating the real degree of
exposure and then the potential risk of malaria transmission. Furthermore, such methods are
mainly applicable at the population level and do not enable evaluation of the heterogeneity of
individual exposure.

A simple, rapid and highly sensitive tool appeared therefore necessary for evaluating the low
exposure tdAnophelesdites and thus to risk of malaria in populations very weakly exposed to
the transmission. One type of research hypothesizes that exposure to arthropod vector bites
can be evaluated by analysis of the antibody (Ab) response to arthropod saliva in human
exposed populations (Billingslegt al. 2006; Remouet al. 2005). IndeedPlasmodium
parasites are injected together with saliva during a blood-feeding by an infeutptieles
female. Salivary proteins have a dual role to facilitate mosquito blood feeding; their
pharmacological properties permit to counteract the human defences (inflammatory and
hemostasis) and their immunological properties modulate the immune response of the human
host. In addition, some salivary proteins are immunogenic and can initiate a specific Ab
response and several studies have shown that the anti-saliva Ab response could be a potential
marker of exposure to vector-borne diseases in individuals exposed to bites of arthropod
vectors, such as ticks (Lanet al. 1999), phlebotomies (Barrat al. 2000), Triatoma
(Nascimento et al. 2001)Glossina (Poinsignon et al. 2008) and akedesmosquitoes
(Remoueet al. 2007). As far aBnophelespp. and malaria transmission are concerned, early
epidemiological studies have shown that individuals living in malaria endemic area, i.e.

exposed tAAnopheledites, developed specific anti-saliva Ab response (Rerabaé 2006;
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Waitayakulet al. 2006). In Senegal, our group has indeed demonstrated that IgG response to
whole saliva ofAn. gambiagepresents a marker of exposuré\to gambiaebites. Recently,

we have investigated the immunogenic propertief\mf gambiaesaliva composition and
identified the SG6 salivary protein previously reported i) specific tAti@helegenus and

i) antigenic in exposed individuals. By a step by step approach, coupling bio-informatic and
immuno-epidemiologic assessments, only one peptide, the gSG6-P1, derived from the gSG6
salivary protein ofAn. gambiaewas defined and validated as a potential candidate as
immuno-epidemiological marker specific £n. gambiaeexposure. Indeed, the specific 19G

Ab response to gSG6-P1 in Senegalese children was reported positively associated with the
exposure tAAn. gambiaebites evaluated by the classical entomological methods (Poinsignon

et al. 2008). Particularly, this peptide appeared to satisfy several requirements that such an
exposure marker should fulfil. First, it thus far appears to be specific #nibghelegyenus

and therefore, no relevant cross-reactivity phenomena with epitopes from other proteins (main
Diptera species or pathogens) would be expected. Second, because of its synthetic nature, it
guarantees high reproducibility of the immunological assay. Third, it elicits a specific Ab
response which correlates well with the level of exposure to An. gaintese

The objective of the present study represents one of application of this potential marker
towards an indicator to evaluate the low exposursntogambiaebites. For these purpose, the
study was conducted in a Senegalese area where the malaria transmission is strictly seasonal,
during the rainy season and, especially, in villages where the level of exposure to An. gambiae
bites was low. We have thus evaluated the IgG Ab level to gSG6-P1 peptide in weakly
exposed children i) between the peak and the end of exposure season to An. gikeshanel

i) according to the intensity of exposure as estimated by the classical entomological methods.

Methods

Study population

The present study was conducted in Niakhar, a rural district of central Senegal (115 km east
of Dakar). This area is characterized by a dry savannah with a rainy season from July to
October (approximately 400 mm of rainfall recorded). This area is typical of the Sahel and
Sub-Sahel regions of Africa, where the occurrence of malaria is unstable, with a se@son of
falciparumtransmission mainly from September to November (Radteat. 1998).

Sera were available from a clinical trial on seasonal intermittent preventive treatment for

prevention of malaria performed in 2002 in children aged 6 weeks to 60 monthsgCaése
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2006). Pairs of sera from a subsample of these rehildvere available at the peak
(September) and at the end (December) of the season of exposuaptelesas previously
described (Remouet al. 2006); 125 children were selected in both September and December
2002, from villages only with low exposure &n. gambiaebites (Poinsignon et aR008;
Remoueet al. 2006).

Both the trial on anti-malaria treatment and the present study followed ethical principles
according to the Edinburgh revision of the Helsinki Declaration, and were approved by the
ethical committees of the Ministry of Health of Senegal (August 2002 and May 2003,
respectively) and of the IRD (Institute of Research for the Development) (January 2004). The
anti-malaria trial was approved by the ethical committee of the London School of Hygiene
and Tropical Medicine in June 2002. Written informed consent was obtained from the study

population.

Entomological data

Entomological data were collected each month between September and December 2002 in 8
villages in the Niakhar studied area. Indoor samplings by light traps (CDC miniature light
trap) were used to estimate anopheline biting rates (aggressiveness). Light traps operated for 2
consecutive nights in each house. Entomological sampling was carried out in 2 houses per
village each month.

Analysis of entomological data led to defining 3 groups of individuals classified by their
exposure level (Low (L), Intermediary (I) and Medium (M) exposure levelgntogambiae

bites in September as previously described (Rensbue. 2006). The bite human rate per
night (BHN) was calculated by dividing the number of mosquitoes caught by the total trap-
night involved in the study. The Low exposure group is composed of individuals from the 6
villages presenting a similar level éin. gambiaeexposure. In contrast, Intermediary and

Medium groups were represented by only one village each.

Salivary peptide gSG6-P1

The gSG6-P1 peptide has been designed with bio-informatic tools in the objective to
maximize its Anophelesgambiae specificity and its antigenicity as previously described

(Poinsignon et al. 2008). The gSG6-P1 peptide was synthesized and purified (> 80 %) by
Genosys (Sigma-Genosys, Cambridge, UK) with an added N-terminal biotin. All peptides
were shipped lyophilized and they were resuspended in 0.22 um filtered milliQ water and

stored in aliquots at -80°C before being used.
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Evaluation of human IgG Ab levels ELISA

ELISA was carried out using salivary biotinylated gSG6-P1 antigen and sera were tested for
IgG antibodies. Maxisorp plates (Nunc, Roskilde, Denmark) were coated with gSG6-P1 (20
pg/mL) in carbonate/bicarbonate buffer. Individual sera (1:20) were incubated in PBS-Tween
1%. Anti-gSG6-P1 1gG detection was performed using an HRP goat anti-human IgG Ab
(2:25000, Nordic Immunology, Tilburg, Netherlands). Colorimetric development was carried
out using ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline 6-sulfonic acid) diammonium; Sigma,
St Louis, MO) in 50 mM citrate buffer (pH 4) containing 0.003%Dk Absorbance/Optical
Density (OD) was measured at 405 nm. In addition, the absence of significant Ab detection
was verified in wells without antigen (ODn). Individual results were expressé@Rsvalue
calculated according to the formud®D=0Dx-ODn, where ODx represents the individual OD

value in antigen wells.

Statistical analysis
All data were analyzed with GraphPad Prism softi&8an Diego,CA, USA). After verifying

that values did not assume Gaussian distribution, the non-parametric Mann-Whitney U-test
was used for comparison of Ab levels between two independent groups and the non-parametric
Kruskal-Wallis test was used for comparison between more than two groups. The Wilcoxon
matched pair test was used to compare paired sera between September and December. We have
verified distribution of age groups were balanced between epidemiologic groups with the Chi
square test. All differences were considered significant at P<0.05.

Results

Entomological data

Entomological data led us to classify individuals in 3 groups of exposure according to
intensity of exposure t&n. gambiaebites (BHN): Low (L), Intermediary (I) and Medium
(M,). The dynamic of theAnophelesaggressiveness according to exposure group and to

month is presented in figure 45.
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Figure 45. An. gambia@ggressiveness according to exposure group during season of exposure.

Mean ages of the individuals according to exposure groups were closely similar (P=0.3641):
L: 22.41 (2-60); n=61 [mean (range) months; effective], I: 28.24 (2-60); n=37 and M: 22.41
(2-59); n=27.

The characteristics of the three exposure groups are presented in the tablel.

Groupe of exposuse Low Intermediary Medium
Willage Dickod Falom Hzane Hgarokem ELES Jgardam Poultok Logdir
Effective b L4 L6 ] 4 4 37T Er
Lae E::IE:: =k 21555 | RA5+ 1952 | 18pZ+1663 | 262721525 | 1133£4,58 | 252542112 8.3 +2029 D41+ 15,57

Table 1: characteristics of the study population according to exposure group

The 3 entomological groups were defined accordingwio criteria, as previously defined
(Remoueet al. 2006): i) the intensity of BHN in September (the peak of the season of
exposure to An. Gambipand ii) the continuous exposure from October to December.

The Low exposure group presented very low BHN in September and a very low
aggressiveness rate (range from 0 to 2.5 BHN according to village) during the exposure
season. In the Intermediary exposure gréup, gambiaevere reported with a low rate from
September to November (range from 3.5 to 5.75 BHN). In the Medium exposure group, a
similar intensity of exposure compared to | group was observed in October and November (4
and 3.25 BHN respectively) but, only for this group, a peak of aggressiveness was observed in

September (16.75 BHN). For all selected groups, no An. gamiisieollected in December.
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Specific IgG response to gSG6-P1 salivary peptide

The IgG Ab level specific to gSG6-P1 peptide was evaluated according to the age of the
children aged from 2 to 60 months at the peak (September) and at the end (December) of the
season of Anophelexposure (Figure 46).

The median value of anti-gSG6-P1 1gG level differed significantly according to age group
both in September (P=0.0071) and in December (P=0.0027). In September, IgG response was
higher in the youngest children group and declined progresswplyto 60 months.
Comparable medians of 1gG level were observed in children from 13 to 48 months old. In

December, a similar profile of IgG level according to age group was observed (data not

shown).
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Figure 46. Evaluation of IgG Ab specifics to An. gambg®G6-P1 according to the age of the
children from a low endemic area. Individual absorban€¥)) results obtained in September are
shown for children aged 2 months to 60 months (n=125). Bars indicate the median value for each

group.

We have previously verified that the distribution of age groups was balanced within gender
group (P=0.9020) and within the occurrence of a clinical malaria group (P=0.1541).

In complementary analysis, specific IgG level was evaluated according to gender. The IgG
median values were closely similar between male and female both in September and in
December (P=0.8750 and P=0.4781 respectively, data not shown). In addition, the level of
specific IgG to gSG6-P1 in September was related to the occurrence of clinical malaria (yes
or no) during the studied period (from September to December), as previously evaluated for
IgG to An. gambiaewhole saliva extract (Remoust al. 2006). In the present study, no
significant difference was observed between IgG median values between these 2 malaria

morbidity groups (P=0.1668, data not shown).
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Evolution of specific IgG response to gSG6-P1 paeptdring the season of exposure

to Anopheledites

The evolution of specific IgG Ab response to gSG6-P1 peptide was analyzed in the studied
population between the peak (September) and the end (December) of the séasaphefes
exposure. For the whole studied population, the median of specific IgG level was significantly
higher in December compared to September (P<0.0001, Figure 47A) suggesting that anti-
gSG6-P1 IgG response increased during the season of exposure.
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Figure 47. 1gG antibodies to An. gambig8G6-P1 during the season of exposure in studied
population (A) and according to the exposure group (B).

In addition, the evolution of specific IgG level between the peak and the end of the season of
Anophelesxposure was compared according to the exposure groups, previously defined by
entomological results (Figure 47B). The IgG median value was higher in December compared
to September within the 3 exposure groups. However, this increase of specific IgG level
during the season of exposure was only significant for the Low and Intermediate groups
(P=0.0048 for L group, P<0.0001 for | group and P=0.3072 for M group).

We have also verified that the distribution of age groups was balanced within the 3 exposure
groups (P=0.2270).

First analyses have been performed at the population level. As a preliminary approach toward
a marker of exposure at the individual level, the evolution of specific IgG anti-gSG6-P1 was
individually evaluated for each pair of sera during the seas@maphelesexposure. In the
studied population, 69% of the children (86/125) presented an increase of their anti-gSG6-P1
IgG during the exposure season (December compared to September). According to the
exposure group, specific IgG levels increased in 64% (39/61), 81% (30/37) and 63% (17/27)
of children in the L, | and M group, respectively.
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As one of applications of these results, the present objective was then to evaluate if the
evolution of anti-gSG6-P1 IgG level could discriminate the individuals which were
potentially exposed té&nophelesbites during the season of exposure. For this purpose, the
individual evolution of specific IgG responses between September and December are
presented in each group, only for children who have presented an increasing of I1gG level
(Figure 48).
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Figure 48. Individual increase of IgG antibodies to An. gami@&6-P1 during the season of
exposure.

Dissimilar positive evolutions of 1gG level were observed according to the individuals, this
heterogeneous trend appeared independent of entomological groups of exposure. Indeed,
some individuals presented a high increase of their anti-gSG6-P1 IgG response from
September to December compared to other children presenting a low increase of the IgG Ab
within the 3 groups of exposure. Interestingly, children belonging to the Low exposure group
with a weak IgG level in September presented an increase of their 1gG level between
September and Decembé&his trend suggests that the individual assessnfdgheavolution

of specific 1gG levels during the season of exposure could allow discriminating the
individuals who were exposed fn. gambiaebites in very low exposure areas. This marker
could also evaluate the possible individual spatial heterogeneity of exposArepbeles

bites in low exposure area. In low exposure context,Aeaphelesare present which could
enhance the heterogeneity of the exposure risk. Furtherndore,gambiaefemale are
characterized by a fidelity to feeding site, i.e. the female return to the same house to feed
which increases the clustering (McCallal. 2001).

We have also compared the evolution of specific IgG according to age groups, to the gender
and to the occurrence of a clinical malaria outcome within the 3 months and no significant
difference was observed (P=0.326, P= 0.401 and P=0.060 respectively).
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Discussion

The present study investigated the 1gG Ab response specific to the salivary peptide gSG6-P1
in children exposed to low densitiesAufi. gambiaeThe interesting opportunity of this study

was to follow the specific IgG Ab levels, in the same children, from the peak (September) to
the end (December) of the season of IBwophelesexposure. Indeed, the following of
specific IgG response to gSG6-P1 peptide, previously demonstrated as a marker of exposure
to An. gambiaebites (Poinsignon et al. 2008), could be an adequate indicator to evaluate the
real exposure of children between these two times of the exposure season (peak and end of
exposure). We have shown that anti-gSG6-P1 1gG response was observed in a large majority
of the studied children in September and in December. At the population level, specific IgG
level was significantly higher in December compared to September whereas classical
entomological methods collected very fédmophelesnumber during this period. According

to the 3 entomological groups, this increase during the season of exposure was only
significant in the Low and Intermediate groups whereas the entomological methods indicated
a very low exposure without variation during the season. Moreover, an increase of specific
IgG Ab level was observed in 69% of children during the seasofnophelesexposure.
Altogether, this study reinforced the potential of the specific IgG response to the gSG6-P1
peptide as an immuno-epidemiologic marker of exposufntgambiaebites, particularly in

areas where Anopheldsnsity is low or very low.

The evaluation of mosquito density in contact with human population represents the first

step to identify the potential risk of malaria transmission and is currently based on
entomological sampling of adult mosquito populations (traps, household/indoor spraying,
human-landing catches, etc...) (Service 1977). Most of such methods are subject to bias
inherent to human and vector behaviours, location of catches, and are appindgable at the
population level. A major limit of these classical entomological methods is therefore the
inadequate evaluation i) of exposure in a low vector density context and ii) of the
heterogeneity of individual exposure. The trapping methods performed only in adult
volunteers can estimate the individual exposure and are known to be the most reliable method
for monitoring anthropophilic species. Nevertheless, they may be limited due to ethical
constraints and limitations in terms of extrapolation to the real exposure of bites in children
(Smith et al. 2004). Moreover, these entomological methods are laborious to take place in the

field especially at a large scale.
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In this way, a new area of research related to hewmeator immune relationship tends to
develop since the last decade. In the context of vector-borne diseases including malaria, the
measure of the human exposure to vector bites could be achieved through the investigation of
Ab response specific to vectsaliva. Previous epidemiological studies related to malaria
vectors indicated that individuals living in malaria endemic areas developed an IgG Ab
response specific tAnophelesvhole saliva extracts which increased significantly with the
level of Anophelesexposure (Remouet al. 2006; Waitayakukt al. 2006). Recently, a
salivary peptide, gSG6-P1, specific #nophelesspecies was underlined as potential
candidate for evaluating the specific exposure of humakntagambiaebites (Poinsignon et

al. 2008). The evaluation @&n. gambiaeexposure based on the antigenicity of the gSG6-P1
assumesAnophelesspecies specificity by counteracting possible cross-reactivity between
common epitopes on immunological salivary proteins between arthropods. The development
of such marker of exposure based on the Ab response of human could be particularly of a
great interest in context of low transmission area where referent entomological studies present
significant limits. Indeed, the very low number of collected mosquitoes in these specific areas
can represent an inadequate or unreal measure of exposure by classical entomological
methods, especially due to possible day-to-day variation of collected mosquitoes (Ketkarni

al. 2006) and the limits of entomological studies in the field (differences between volunteers
for human-landing catches, variations according to used traps, ...). In contrast, regular in time
(monthly for example), large and optimal entomological survey is needed to give evaluation
of low exposure with considerable limits presented above.

In the present study, children living in a lIdAmophelesdensity area presented a significant

IgG Ab response specific to the peptide gSG6—P1 at the peak of the exposure season but,
interestingly, with an increase of the intensity of specific IgG response during the season of
exposure. Unfortunately, a lack in the present study concerned the absence of the Ab
evaluation at the start of the rainy season (June, July) which could allow evaluating the
development of specific Ab response from the start to the end of the bites exposure season.
Nevertheless, in regard to the results, the following of the individual Ab level to this marker
candidate at two main points, the peak and the end of the season of exposure, appeared to be
pertinent to detect a very low exposure to Anopheites.

In this low exposure context, we have observed that specific IgG response of children
increased within the 3 entomological groups of exposure from the peak to the end of the
season ofAnophelesexposure whereas in parallel a decreasdmdphelesdensity were

assessed by classical entomological sampling method. In these k#dbophelesdensity
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areas, with less than 1 bite/human/night from Sepe&grto December (Low exposure group),
children present also a significant increase of their anti-gSG6-P1 IgG level between the peak
and the end of the exposure season. In addition, in Low and Intermediate exposure villages,
the entomological data recorded very few or Awophelesfrom October to December
whereas specific IgG response were detected and were higher in December, compared to
September. It could be explained by a high sensibility and specificity of the epitopes present
in the gSG6-P1 peptide after low immunological boost by few repeated bites. Indeed, gSG6
protein was not a major immunogenic salivary protein as observed in immuno-blotting
analyses in children exposed to medium/high level of Anopdelesity (Corneliet al. 2007)
whereas IgG specifics to this protein were reported in travelers shortly exposedpiceles

bites (Orlandi-Pradinest al. 2007). Furthermore, in the same studied area and period, a
previous study has investigated the specific IgG response to An. gaMBEéRemouet al.

2006). Children living in Low exposure villages presented a significant decrease of their anti-
WSE IgG level from September to December. In addition, previous results from our group
have demonstrated that the IgG response to an other salivary protein (175 kDa) decreased
during the season of exposure in the same area (Comield 2007). The comparison
between these results observed from the same children indicates that the Ab responses
directed to whole saliva, to several salivary proteins or to specific peptide are not similar
between them and according to the exposure intensity. It emphasizes the immuno-sensitivity
of the gSG6-P1 peptide and its particular application as a marker of low or very low exposure
to An. gambiadbites, in contrast to whole saliva or 175kDa salivary proteins. Particularly, the
development of IgG response to this specific peptide could require repeated and low exposure
to Anophelesbites to increase progressively in contrast to other proteins or whole saliva
response which appeared just after individuals have received high intensity of bites to decline
rapidly with the maintained exposure.

Furthermore, the gSG6-P1 peptide was defined oAthgambiaggSG6 protein whereas the

main vector in the studied areafin. arabiensisThis protein is not annoted in the Vectorbase
database foAn. arabiensisand therefore, the homology of sequences with gambiaes
unknown but probably closely similar. Whereas gSG6-P1 appeared closely similar with other
Anophelespecies (81% of homology with An. funedsimsexample; (Poinsignon et al. 2008),

we can not exclude that specific IgG Ab response detected in the present study, could be
under-estimated, as previously discussed for whole saliva and gSG6 peptides (Poinsignon et
al. 2008; Remouet al. 2006). Altogether, the evaluation of IgG specific to gSG6-P1 seemed

more sensitive and could be employed as a complement tool for evaldatomheles
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exposure in areas where few or Aoopheleswere recorded by classical entomological
sampling methods.

Interestingly, it has been reported that specific IgG level was higher in the youngest children
and decreased progressively up to the 60 month aged old. This population of very young
children (<12 months) is probably very weakly exposedrogambiaebites because of the
behaviour protection by the mother against mosquito nuisance (sleep under bednet with the
mother for example). Nevertheless, we can not exclude that the youngest children are bitten
by Anophelesbut probably less than the olders. Our results showed that this specific
population presented a specific anti-gSG6-P1 IgG response strengthening the high sensitivity
of this peptide candidate as marker of very low exposure. However, the high specific IgG
response observed in the youngest children could also result of the passive transfer of 1gG
from the mother to the foetus during pregnancy or breastfeeding. Indeed, it's known that the
persistence of maternal Ab in offspring circulation is observed up to 9 months post-birth
(Grindstaff et al. 2003) and at birth, fetal IgG typically somewhat exceeds maternal levels
(Simister 2003). We can not conclude, in the present study, about the part of acquired specific
IgG response induced by exposure to bites and those transferred by immune mother. This
hypothesis is currently under investigation. Nevertheless, anti-gSG6-P1 1gG level appeared
clearly age-dependent even if all studied age groups presented significant specific Ab
response. The important point to validate such biomarker of exposure is here that specific IgG
response to this peptide can be observed as well as in young than older children, the main
population at risk of malaria.

In complement to the approach at the level of population, we investigated also the individual
evolution of specific IgG response during the season of exposure and 69% of children living
in Low, Intermediate or Medium exposure group presented an increase of their IgG Ab
response between September and December. Altogether, these results indicated that the
assessment of the evolution of anti-gSG6-P1 Ab level during the season of exposure could be
used to evaluate the real exposurdimpheleshites and, as a main point, at the individual
level. This indicator, evaluated at just two time-points, could be therefore discriminating the
individual which has been bitten during the season of exposure and this, in a low exposure
area. This individual approach appeared here closely complementary to entomological
methods which bring information of exposure at the level of an area or population, and with
considerable limits when applied to low exposure situation.

The present study indicated that gSG6-P1 could be an interesting candidate as immunological

biomarker of exposure in a context of low exposurédno gambiaebites. The evaluation of
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Ab response to this peptide could be then an aliemeethod to evaluate a low exposure to
malaria vector, and this at the individual level. The use and application of such biomarker
represent particular interests for the population lowly exposed to malaria transmission, such as
urban, altitude or seasonal malaria and traveller population to endemic areas. In addition, this
indicator of low exposure could be useful to survey the risks of new exposure to malaria

vector after the use of anti-vector strategies (insecticide, bednet).

Résumé des travaux

L'objectif de cette étude était de valider le matgukexposition gSG6-P1 chez des personnes
faiblement exposées aux piqireArd’ gambiae Les personnes résidant en zone d'endémie
palustre dans des villages présentant de trés faibles densités anophéliennes développaient une
réponse IgG spécifique de gSG6-P1 et cette réponse spécifique augmentait significativement
au cours de la saison d'expositioAr@ophelesPar ailleurs, au niveau individuel, I'évaluation

de I'évolution de cette réponse IgG entre le maximum et la fin de la saison d'exposition
permettrait d'identifier les personnes les plus exposées.

Cette étude suggére que la réponse IgG spécifique du peptide gSG6-P1 pourrait étre un
marqueur de faible exposition. C'est principalement dans ces contextes de faible densité de
vecteurs (altitude, milieu urbain, saison seche) que les méthodes entomologiques de référence
présentent des limites de sensibilité. Cet outil immuno-épidémiologique pourrait donc étre un
outil complémentaire permettant d'apprécier I'exposition des personnes dans des contextes de

faible exposition.

Le peptide gSG6-P1 sera également validé en tant que marqueur d'exposition dans d'autres
contextes de faible exposition aux anopheles.

Le premier projet de recherche s'inscrit dans une étude sur I'accés aux soins et le paludisme
urbain qui a été financé par 'ANR (2007) et qui sera initié, sur le terrain, en Septembre 2008:
« Paludisme et diversité de I'environnement urbain africain : un enjeu majeur pour la mise en
place des thérapies a base d’artémisinine (ACT) » (Acronyme : Actu-Palu — Investigateurs
principaux : R. Lalou (IRD-UMR 151) et JY Lehesran (IRD-UR10)). Le projet EpiVect est
intégré spécifiquement au premier objectif du projet : « Caractérisation de I'environnement
urbain dakarois » dans lequel un SIG sera mis en place. L'intégration de nos données
immunologiques dans ce SIG va permettre une description compléete du risque de I'exposition

au paludisme a Dakar. Les données immunologiques spécifiques du peptide gSG6-P1 seront
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comparées dans un premier temps aux données ddiaetet d’intensité de linfection
palustre chez ces mémes individus et aux données épidémiologiques, environnementales et
entomologiques disponibles (F. Pages, IMTSSA). Ceci permettra d’établir, entre autres, une
cartographie de l'intensité d’exposition au vect@m. gambiag basée sur I'évaluation des
réponses Ac anti-gSG6-P1 et de valider ce bio-marqueur de risque de transmission palustre
par la comparaison avec les données parasitologiques, et ceci dans un contexte de faible
exposition aux pigdres.

Le deuxieme projet consiste a valider le peptide gSG6-P1 comme marqueur de faible
exposition chez des individus faiblement exposés au risque de piqdre par les anophéles
travaillant sur des plates formes pétroliéres au large des cétes dans le Golfe de Guinée. Cette

étude est effectuée en collaboration avec CGGVéritas.

3.2 - La réponse Ac spécifigue de la salive d’An. gambjaan critére

d’efficacité dans I'évaluation de la LAV?

Exemple dans le cadre de la mise en place de moustiguaires imprégnées

d'insecticides

Les moustiquaires de lit imprégnées d’insecticides sont considérées actuellement comme le
meilleur outil de protection préventive contre la transmission du paludisme. Elles représentent
un outil important dans le contréle des populatiodsdpheles

L’évaluation, actuelle et classiquement utilisée, de I'efficacité des moustiquaires est basée sur
des méthodes entomologiques (évaluation des densités des populations de vecteurs et du taux
de moustiques résistants aux insecticides) et parasitologiques (évaluation des densités
parasitaires). Néanmoins ces méthodes de référence présentent des limites pour évaluer
précisément chez I'hnomme l'efficacité de la mise en place et de l'utilisation de ces stratégies
anti-vectorielles. Par exemple I'évaluation des densitédagdmodiumdemande un suivi
parasitologique précis au cours d’études longitudinales (suivi actif tous les 3 jours) et elle
sous estime probablement lintensité de la charge parasitaire réelle. La détection des
plasmodiums peut varier selon les jours et un traitement anti-plasmodium est souvent donné
sans confirmation parasitologique. De plus ces méthodes présentent des limites de sensibilité
dans les zones de faible transmission ou il est difficile d’évaluer les différences de parasitémie
guand cette parasitémie est faible a I'origine. Afin d’améliorer les méthodes, et sous les
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recommandations de 'OMS, de nouveaux outils doiére développés pour évaluer avec
précision et a un niveau individuel I'efficacité de I'utilisation des moustiquaires.

Cette étude constitue une premiere étape pour identifier un outil immunologique pouvant étre
considéré comme un outil complémentaire permettant I'évaluation de [lefficacité des
stratégies anti-vecteur comme les moustiquaires. Pour cela nous avons compare I'évolution de
la réponse IgG spécifique aux antigenes salivairAsaphelesavec les critéres de référence
(parasitologique et entomologique) et ceci avant et aprés la mise en place de moustiquaires
imprégnées chez des individus de la localité de Lobito en Angola de mars 2005 a octobre
2006. Cette étude entre dans le cadre d’'une collaboration entre le Service médical de la
Sonamet (compagnie spécialisée dans la fabrication d’équipements pour les installations de
diverses compagnies pétrolieres) et 'lRD-UR-016 (Dr. P. Carnevale).

Les résultats présentés feront I'objet de la rédaction d’'un article scientifique qui sera soumis

prochainement.

Human antibody response to Anopheles gambiaaliva: a new immuno-
epidemiological marker to evaluate the effectiveness of Insecticides Treated Nets
(ITNs)?

Drame PM,Poinsignon A, Besnard P, Le Mire J, Cornelie S, Foumane V, Sow C, Sembene

M., Boulanger D, Fortes F, Carnevale P, Simondon F and Remoue F.

Matériel et méthodes

Population étudiée

Cette étude a été conduite a Lobito, une ville c6tiere de I’Angola (Figure 49), entre mars 2005

et octobre 2006. Lobito bénéficie d’'un climat de type tropical humide caractérisé par une
longue saison des pluies de novembre a mai et d’'une saison séche coupée de rares periodes
orageuses de juin a octobre. La moyenne pluviométrique annuelle est de 600 a 700 mm et
I’hygrométrie moyenne de 80 %. La transmission du paludisme est saisonniére pendant 7 a 12
mois avec un pic de transmission de janvier & avril correspondant a la saison des pluies.
Anopheles gambiae s.l. constitue le principal vecteur du paludisme dans ce pays.

Cette étude longitudinale regroupe 21 familles (n=230 individus, population totale) résidant

dans le méme quartier de « Bella Vista » a Lobito. Ces familles ont recu en février 2006 des
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moustiquaires pré-imprégnées de deltaméthrine (nopastes Permanet®) dites «Long
Lasting Insecticide Net» ou «LLIN». Nous avons sélectionné de maniére non randomisée un
sous échantillon de la population suivie (n=107, sous échantillon), incluant enfants (n=84,
<15 ans) et adultes (n=231%ans).
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Figure 49. Situation géographique de I'Angola.
La ville de Lobito est indiquée par un cercle rouge.

Suivi parasitologique

Les individus ont été suivis médicalement toutes les 6 semaines de mars 2005 a octobre 2006.
A chaque passage, un prélévement sanguin sur papier buvard (dosage immmunologique) ainsi
gu'une goutte épaisse (GE) ont été réalisés pour chaque individu. Nous avons ainsi pu
déterminer la prévalence parasitaire et les densités parasitaires (moyenne arithmétique et
géometrique) pour la population totale et le sous échantillon sélectionné. La prévalence
parasitaire est exprimée en pourcentage d’individus positifs et les densités parasitaires
correspondent au nombre de parasites par uL de sang. La moyenne géométrique des densités
parasitaires est calculée pour chague passage en incluant tous les individus, aussi bien les
positifs en GE que les négatifs. Pour cela, nous avons ajouté +1 a la valeur individuelle
obtenue par lecture des GE. Puis nous avons calculé le logarithme (log 10) de cette nouvelle
valeur (nombre parasites/ puL de sang + 1); c’est pourquoi I'échelle des valeurs de moyenne

géométrique sur la figure commence a +1 et non a 0.
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Une goutte de sang par prélevement capillaire at dwwaloigt a également été recueillie sur
du papier Whatmann 3M pour les dosages des IgG anti-salsre dambiaeles buvards

sont gardés au frigidaire a 4°C jusqu’a leur utilisation.

Données entomologigues

Les anophéles ont été collectés chaque 6 semaines, de janvier 2005 a octobre 2006. Des
pieges lumineux de type «CDC Miniature Light Trap» ont été installés de 19h a 7h a
I'extérieur des maisons en vue de suivre I'évolution relative des densités de moustiques. Au
total six maisons ont été choisies pour effectuer ces captures. Deux nuits de capture espacées

de deux semaines étaient effectuées par passage.

Suivi de l'utilisation et de I'entretien des moustiquaires imprégnées Pefinanet

Des enquétes de suivi basées sur un questionnaire-réponse et des observations ont permis de
suivre I'évolution de l'utilisation (présence/absence) et de I'état des moustiquaires (trouées...)
en avril 2006 et en juin 2006.

Recueil des extraits salivaires totauAddopheles gambiae

Les extraits salivaires totaux ont été collectés a partir de moustiques felmelgambiae s.s.
non infectées élevées en I'insectarium (IRD-UR024 Dakar, figure 50).

Malathion< T i
¢ =

Figure 50.Technique de salivation de moustiques (Reneiud. 2006)

Les femelles sont endormies par du,C# leurs pattes et ailes sont retirées du thorax sous loupe
binoculaire. Le proboscis du moustique est alors introduit dans un céne plastique contenant 10 pl de
tampon Hepes/NaCI/EDTA. Une application topique de 0,2l de malathion a 0,25% dilué en acétone
est alors effectuée. Ceci excite les moustiques et favorise la salivation. Aprés une heure de salivation,
le liquide contenu dans le céne (salive + tampon) est collecté et regroupé avec les autres échantillons
salivaires. Les extraits sont conservés au congélateur a -80°C jusqu’a leur utilisation.
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Elution des buvards

Chaque goutte de sang présente sur le buvard est découpée et est éluée par 300 pl de tampon
PBS-Tween 0.1%. Aprés 48h a 4°C, I'éluat est récupéré et conservé a -20 °C jusqu’a leur

utilisation.

Dosage immunologigue des IgG anti-salive par ELISA

Un dosage des IgG spécifigues aux extraits salivaires tot#ux dambiaea été réalisé a

partir des €luas pour les individus du sous échantillon présents pour chaque passage.

Pour chaque individu, I'évaluation du taux d’'lgG est réalisée en duplicateadD@t on

vérifie I'absence de réponse non spécifique du sérum par un puits ne contenant pas d’antigene
(DOhng-). Les résultats sont exprimés eD@ tel que DO = [(DO pg+1 + DO ag+2)/ 2]- DOgg-

Analyses statistiques des résultats

Les données ont été analysées avec le logiciel GraphPad-Prism 4 (San Diego, CA, USA).
Apres avoir vérifie que les valeurs ne suivaient pas une distribution gaussienne, le test non
paramétrique de Mann-Whitney U-test a été utilisé pour comparer les taux d’Ac entre 2

groupes indépendants et le test non paramétrique de Kruskal-Walis a été utilisé pour comparer

plus de deux groupes. Toute différence est considérée significative quand P<0.05.

Résultats

Suivi des moustiquaires

En février 2006, un total de 130 moustiquaires a été distribué aux familles. Deux enquétes de
surveillance de l'utilisation et de I'état des moustiquaires ont été réalisées en avril 2006
(maximum de la saison d’expositionAmn. gambiag et en juin 2006 (début de la saison
séche). Deux mois aprés la distribution des moustiquaires (avril 2006), 77% des
moustiquaires étaient installées parmi lesquelles 71.5% étaient en bon état (non trouées). En
juin 2006, 63% des moustiquaires étaient installées parmi lesquelles 53% étaient en bon état.
Ce comportement de faible installation des moustiquaires semble tout a fait explicable par la
faible nuisance culicidienne dans la zone, surtout en saison séche. Les populations
n'utiliseraient les moustiquaires que lors d'une forte nuisance culicidienne et non pas par
crainte du paludisme (Carnevadg al. 1988). Ceci relance le vrai débat sur les limites

éthiques et sociales (acceptabilité des moustiquaires, déplacement des habitants, habitudes
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culturelles, ...) et pose la nécessité d'une fortesibdisation et surveillance lors des

programmes nationaux et internationaux de lutte anti-vectorielle.

Suivis entomologique et parasitologique

Donnée entomologique

Les principales espéces anophéliennes capturées au cours des échantillonnages
entomologiques sur les deux années de suivi appartiennent au complegambiae Les
variations des densités agressiveand’ gambiae s.|exprimées par la moyenne Adb.

gambiadpiege/nuit pour chaque passage du suivi sont représentées sur la figure 51.

A ITNs

Number of An
gambiae/trap/night
N {

[N
']

C | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ] | ]
N N < ;

0’06 0'2@ & @qﬁ 3@ o}’6 SN o'g’s o"”d & @’Z’A NI
& 5 o8 T E P S Y &
R 'Z}o %Q;Q O & e %Q;Q o)

N 5
S
S

2005 2006

Figure 51.Variations mensuelles des densités agressives d’An. gambiae.

Malgré une faible agressivité Ah. gambiae s.l., les densités de population de ces vecteurs
présentaient des variations d’intensité en fonction des saisons. Les anophéles ont été retrouvés
en plus grand nombre au maximum de la saison des pluies, d’avril a mai et ceci est semblable
en 2005 et 2006 malgreé la mise en place des moustiquaires.

L’agressivité des anophéles diminuait fortement au cours de la saison seche de juin & octobre.
Aprés la mise en place des moustiquaires en février 2006, I'évolution des densités
d’'anophéles n'a pas semblé étre modifiée par rapport a I'année précédente. En effet, une
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augmentation des densitésAdbphelesa été observée jusqu’en mai 2006, néanmoins
I'agressivité deg\nophelesttait trés sensiblement plus faible que celle observée en mai 2005.
Ces résultats suggerent que l'utilisation des ITNs n’a pas induit de diminution significative de

la population dAn. gambiaeau niveau de la zone détude. D’apres les captures
entomologiques, I'exposition a ces moustiques peut étre considérée similaire avant et apres la
mise en place des ITNs.

Dans le cadre de notre étude, les captures entomologiques ont été réalisées a I'extérieur des
habitations. L’évaluation de I'effet lIétal des moustiquaires sur les populatidnsplielesa

de ce fait pu étre biaisée en n’évaluant pas les densités de vecteur a l'intérieur méme des
maisons. De plus, nous sommes dans un contexte de faible exposition, les méthodes de
capture entomologique peuvent présenter des limites de sensibilité et des faibles variations de
densité peuvent ne pas avoir été détectées avec les techniques d’échantillonnage. Néanmoins,
les travaux de J.C. Toto sur la composition intra-spécifique des formes moléculaines d’
gambiaeprélevées dans les habitations de cette étude ont montré la prédominance générale de
la forme «S» (82%) par rapport a la forme «M» (18%) (communication personnelle). Le gene
de la résistance aux pyréthrinoides (gahg a été mis en évidence pour la premiére fois pour

la forme «S» (Chandret al. 1999). Nous ne pouvons donc pas exclure que certains
Anophelesprésents dans notre zone d'étude étaient résistants aux pyréthrinoides, cette
hypothése n’a pas été vérifiée par des tests moléculaires. Cependant des travaux antérieurs ont
suggéré que ce phénomene de résistance, méme s'il existait dans la zone, n’était pas trop
important (Cuambat al. 2006). De plus des études ont montré que la résistance des insectes
aux pyréthrinoides n’entravait pas l'efficacité des moustiquaires, i.e. une réduction de la
transmission du paludisme (Darriet 2007). Un taux de seulement 71.5% de bonne utilisation
des moustiquaires en avril 2006 rapporté par les enquétes de suivi de l'utilisation des
moustiquaires pourrait expliquer le maintien des densités de population anophélienne dans la

zone d’étude.

Prévalence et densité parasitaire

La prévalence parasitaire (% de GE positive) et la densité parasitaire ont été évaluées toutes
les 6 semaines chez les individus. L'évolution de ces deux paramétres parasitaires chez la
population totale et le sous échantillon a chaque passage est représentée sur la figure 52.

P. falciparuma été la seule espéece plasmodiale identifiée. Le pourcentage de GE positives
correspond aussi bien a des cas de portage symptomatique qu'asymptomatiBue de

falciparum La prévalence parasitaire moyenne de la population totale et du sous échantillon
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était faible et similaire (3.66% ou 3.86% respectieat) et présentait des variations en
fonction des périodes de transmission/ expositighnapheles Des variations saisonniéres
similaires ont été observées pour les densités parasitaires, exprimées en moyenne arithmétique

et géometrique, chez les deux populations suggérant que le sous-échantillon sélectionné était
totale en terme de prévalence et des moyennes

représentatif de la population

arithmétiqgue/géométrique de I'infection palustre

ITNSs

11 *

Population totale

Sous échantillon
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Figure 52. Evolution de la prévalence parasitaire (A) et des densités parasitaires (moyenne
arithmétique (B) et géométrique (C)) chez la population totale et le sous-échantillon.

Des augmentations de la prévalence parasitaire et de la densité parasitaire ont été observées en
mai 2005, correspondant a la fin de la saison d’expositidnapheleset en octobre 2005,
mais d’intensité beaucoup plus faible. L'augmentation Iégére des paramétres parasitologiques
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en octobre 2005 pourrait étre liee a 'augmentaties populations anophéliennes observée a

la méme période.

Apres la mise en place des moustiquaires a partir de février 2006, l'intensité d’infection et la
prévalence parasitaire resterent faibles jusqu’a la fin de la saison des pluies et une faible
augmentation fut remarquée en juillet. Comparant mai 2005 (avant) et avril 2006 (apres le
mise en place des moustiquaires) une diminution de la prévalence parasitaire de 46% et de
40% a été observée pour la population totale et le sous-échantillon respectivement. Les suivis
parasitologiques ont eu lieu toutes les 6 semaines et malheureusement les semaines
calendaires ne correspondent pas entre 2005 et 2006, nous devons donc comparer les valeurs
de mai 2005 avec avril 2006 ou juin/juillet 2006. Ces observations suggérent que les
moustiquaires ont permis une réduction de la transmission du paludisme se traduisant par un
maintien a un taux faible de la prévalence et des parasitémies habituellement observées a la
fin de la saison d’exposition Anophelesen juin. Par ailleurs, la prévalence du paludisme
dans ce foyer est faible et une réduction de cet indice a néanmoins été observée. On observe
donc un fort effet des moustiquaires sur 'intensité de transmission suggérant l'efficacité des
moustiquaires dans les premiers mois d’utilisation (février a mai). Une baisse d’utilisation des
moustiquaires (suite aux enquétes de suivi) a été rapportée en avril 2006, parallelement a une
augmentation des populations anophéliennes ; ceci semble se traduire par une faible
augmentation des indices parasitaires a partir d’avril jusqu’a juillet.

Evolution des réponses IgG anti-salive avant et aprés la mise en place de

moustiquaires

La réponse IgG spécifique aux extraits salivaires totadw.dgambiaea été évaluée pour
chaque individu du sous-échantillon (n=107) toutes les 6 semaines d’avril 2005 a Octobre
2006. L'évolution des médianes de la réponse IgG spécifique a la salive est représentée sur la
figure 53.
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Figure 53. Evaluation des réponses IgG anti-salivendgambiae chez les individus pour chaque
passage. Les barres indiquent la valeur médiane pour chaque passage.

L’intensité des médianes de la réponse IgG spécifique a la satinve ghmbiaesntre
mars 2005 et janvier 2006 (avant la mise en place des moustiquaires) chez les individus de
Lobito présentait des variations saisonniéres qui paraissaient synchronisées avec les variations
des densités anophéliennes et des indices parasitologiques précédemment décrites. En effet
l'intensité de cette réponse IgG est maximale en mai, diminue de juillet a septembre 2005 et
présente un deuxiéme accroissement en octobre 2005. Ces observations indiquent que le
niveau d'lgG spécifique aux protéines salivairésnd'gambiaeapparait positivement associée
au degré d’exposition des individus, comme précédemment suggéré par une étude au Sénégal
chez des enfants de 0 a 5 ans, (Renwtual. 2006). Par ailleurs, la réponse immune 1gG
apparait également liée aux variations des densités parasitaires. La réponse IgG anti-salive
pourrait représenter un marqueur d'exposition aux piqiAesophelesmais également un
marqueur de transmission comme il I'a été également été décrit précédemment en Thailande.
Une réponse humorale (IgG et IgM) contre les protéines des glandes salivairedidisa
éte détectée chez 'lhomme et cette réponse IgG était plus élevée chez des individus infectés
par P. falciparumen comparaison avec des individus non infectés vivant dans la méme zone
endémique (Waitayakutt al. 2006). L’augmentation du taux d’lgG anti-salive en octobre

2005 pourrait donc étre associée a la faible augmentation mais progressive des déansités d’
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gambiaeobservée a partir de ce mois. Mais cette augmentation des densités de vecteur était
relativement faible alors que le taux d’'lgG anti-salive était égal a celui observé au maximum
de la saison d’exposition, en mai 2005. Cela pourrait suggérer que le développement de la
réponse IgG semble trés sensible aux augmentations de deAsibploeles

L’influence des piqares d’autres vecteufsedesou CuleX sur la réponse IgG anti-salive
d’Anophelespourrait expliquer la persistance d’'une réponse IgG anti-salive en saison seche
de juin a septembre observée dans le cadre de cette étude. En effet, du fait de la présence dans
la salive de protéines communes a plusieurs arthropodes hématophages, une possible réaction
croisée entre especes ou genres difféerents d’insectes peut étre envisagée. Cependant, des
travaux ont montré que cette réaction immunologique croisée semblait tres faible ou
inexistante. La réponse IgG évaluée a partir des extraits toté&ux dgambiaeserait donc
spécifiqgue de I'exposition &nopheleqOrlandi-Pradinest al. 2007; Remouest al. 2006).

Cette persistance de la réponse IgG anti-salive en saison seche pourrait étre alors induite par
I'existence, pendant cette période, de gites potentidls. djambiae En effet, les enquétes
entomologiques ont rapporté que le stockage de I'eau dans les citernes, pour remplacer le
manque d’eau de robinet, était frequent ce qui pouvait favoriser ainsi le développement pré-
imaginal dAn. gambiagToto et al., non publié.)Cette observation souligne les limites de
sensibilité de détection des méthodes entomologiques de capture des adultes (piéges). En
effet, la présence a un faible niveaddophelesa été confirmée par la mise en évidence de

gites larvaires alors que les techniqgues entomologiques de piégeage ne collectent pas
d’AnophelesPar ailleurs, un maintien de la réponse IgG anti-salive durant cette saison séche
semble plus sensible pour évaluer I'exposition Amwpheleset confirme que cette réponse

IgG pourrait étre un marqueur d’exposition aux pigirésxdgambiaeAinsi, 'augmentation

de la réponse IgG anti-salive observée en janvier 2006 peut étre associée a 'augmentation de
'agressivité dAn. gambiaeobservée d’octobre a décembre 2005. Ces résultats suggerent une
association entre le niveau d’lgG anti salive et l'intensité d’expositién.agambiaeet de
I'infection parasitaire avant la mise en place des moustiquaires.

Apres la mise en place des moustiquaires en février 2006, la réponse IgG anti-salive
des individus présentait un trés faible niveau quantitatif en avril 2006 avec néanmoins une
faible augmentation en juin/juillet puis en octobre 2006. De maniére intéressante,
'augmentation des IgG anti-salive observée en mai 2005, période correspondant au maximum
annuel de la saison d’expositioa. gambiaget suivie d’un maintien d’'un taux élevé d’'IgG
en juillet et ao(t n’a pas été retrouvée ou était tres faible en 2006 alors que les densités des

populations d’anophéles étaient peu diminuées d’apres les captures entomologiques. En effet,
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en avril la réponse IgG est tres faible pour la deamajorité des individus (0<D0<0.25),
suggérant un contact homme-vecteur quasi nul. La mise en place de moustiquaires semble
donc réduire le contact homme-vecteur, cela se traduisant chez les individus par une
diminution des indices parasitaires et par une chute de la réponse IgG spécifique aux protéines
salivaires totales &n. gambiae

L’augmentation du niveau de réponse IgG remarquée en juin/juillet 2006 puis octobre 2006
pourrait étre la conséquence du faible niveau d’utilisation des moustiquaires reporté au cours
des enquétes de suivi. Le niveau de réponse IgG spécifique aux extraits salivaires Astaux d’
gambiaesemble donc lié au niveau d’utilisation des moustiquaires. En effet, une trés faible
réponse IgG anti-salive est observée deux mois (avril 2006) aprés la mise en place des
moustiquaires et cette réponse IgG augmente quand le taux d'utilisation des moustiquaires
diminue (juin 2006). Ces IgG semblent donc labiles, ils disparaitraient en 3 mois aprés la mise
en place de barrieres mécaniques diminuant le contact homme-vecteur. Le développement de
la réponse IgG anti-salive semble également sensible au degré d'exposition, ces IgG ré-
augmentent lors de faible ré-exposition.

L’évolution de la réponse IgG anti-salive en fonction de la période étudiée a été analysée en
fonction de I'age des individus. Nous avons défini 3 groupes d’age : 0-6 ans (n=49), 7-14 ans
(n=33) et >14 ans (n=25). L’évolution des IgG anti-salive entre 2005 et 2006 était semblable
pour les trois groupes d’age (résultats non présentés). Cela suggere que l'age n'a pas
d’influence sur le développement de la réponse Ac anti-salive dans la population étudiée. De
plus, cela indique que la diminution du niveau d’lgG anti salive observée aprés la mise en
place des moustiquaires est similaire entre les groupes d’age (tres jeunes enfants, enfants et

adultes).

Pour la réalisation de cette étude, les échantillons sanguins des personnes suivies ont été
recueillis sur du papier buvard a partir d'un prélevement au bout du doigt. Ainsi, nous avons
montré gu'’il est possible de doser, par la méthode ELISA, des anticorps IgG anti-protéines
salivaires dAn. gambiaea partir d’une collecte de petites gouttes de sang total sur du papier
buvard. Ceci vient conforter des travaux qui ont montré une bonne concordance des résultats
IlgG antiP. falciparumdétectés, par ELISA et immunofluorescence indirecte entre des éluas
de sang sur papier filtre et des sérums des mémes individus (Waneledeyl982). Ces
résultats suggerent que le sang total collecté et séché sur papier buvard est une alternative

commode et fiable pour rassembler et transporter facilement des échantillons nombreux et
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donc applicable aux études séro-épidémiologiquegalale échelle. De plus, cette technique
d’échantillonnage est plus rapide, plus acceptable et demande moins d’expertise que la
ponction veineuse (Rawat al. 2001). Elle est aussi plus facile et plus sire (Condetedli

1994). Elle pourrait alors régler le probleme particulier des prélevements sanguins chez les
petits enfants et nouveau-nés et simplifier les études immuno-épidémiologiques et vaccinales.
Cette technique de prélevement semble étre particulierement adaptée aux études de terrain sur
le paludisme puisqu’elle permet en méme temps la réalisation de goutte épaisse pour

l'identification plasmodiale et de gouttes sur papier buvard pour le dosage d’Ac.

Résumé des travaux

Cette étude constitue une premiére étape dans i@datrah de l'utilisation d'un marqueur
d'exposition pour I'évaluation de l'efficacité des stratégies utilisées dans la lutte anti-
vectorielle.

Nous avons suivi la réponse IgG spécifique a la salive totale d’An. gambiae chez des individus
avant et aprés la mise en place de moustiquaires imprégnées dans leur lieu d'habitation. Nous
avons pu remarquer que dans les premiers mois qui ont suivi la mise en place de ces
moustiquaires, période correspondant au maximum annuel de la saison d’expogition a
gambiae, la réponse IgG anti salive totakend'gambiagrésentait un tres faible niveau chez

les personnes suivies. La mise en place de moustiquaires semble donc réduire le contact
homme-vecteur, cela se traduisant chez les individus par une diminution des indices
parasitaires et par une chute de la réponse IgG spécifique aux protéines salivaires totales
d’An. gambiae

Une augmentation de cette réponse IgG spécifique a la salive totale d'An. gandbéae
observée quelques mois apres la distribution des moustiquaires. Cela pourrait étre la
conséqguence du faible niveau d'utilisation des moustiquaires reporté au cours des enquétes de
suivi. Le niveau de réponse IgG spécifiqgue aux extraits salivaires tot&ux dambiae

semble donc lié au niveau d'utilisation des moustiquaires.

L'évaluation de la réponse IgG spécifique a la salive tot#la. djambiaepermettrait
d'évaluer l'efficacité de stratégies anti-vectorielles a deux niveaux: 1- elle permettrait de
comparer différentes stratégies anti-vectorielles entre elles; et 2- elle permettrait de suivre

l'efficacité de ces stratégies dans le temps en suivant une éventuelle augmentation des IgG.
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Une étude est actuellement en cours afin d'évaiukr geptide gSG6-P1 pourrait étre un
marqueur immunologique évaluant l'efficacité des moustiquaires, comme présenté dans cette
étude avec les extraits salivaires totandgambiae

Par ailleurs, ce peptide pourrait également étre validé comme tel dans le cadre d'une étude
menée a Tori-Bossito au Bénin. Il s’agit d’'un essai randomisé au niveau communautaire ou
est comparée l'efficacité protectrice de différents outils de lutte antivectorielle antipaludique
dans cette zone de forte résistance Aesphelesaux pyréthrinoides. Trois bras sont
considérés: a) les villages témoins protégées selon les recommandations du PNLP (protection
des enfants de moins de 5 ans par les moustiquaires imprégnées de pyréthrinoides a longue
durée d’action (MILD)), b) les villages totalement couverts par les MILD, c) les villages
totalement couverts par les MILD associées aux baches murales imprégnées d’un insecticide

non pyréthrinoide (équivalent a une imprégnation intra domiciliaire).
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Développement d'un margueur d'exposition

Les travaux présentés dans cette these contribuent au développement de bio-marqueurs
immunologiques évaluant I'exposition de 'homme aux piglres des insectes vecteurs, en
approfondissant les connaissances sur I'immunogénicité des protéines salivaires de ces
arthropodes hématophages. Les études développées dans cette these ont concerné deux
vecteurs de parasites protozoaires, les moustiques ferdgltgshelesresponsables de la
transmission dd’lasmodium falciparumagent du paludisme et d’autre part les glossines
responsables de la transmission deypanosoma brucei gambienseagent de la

trypanosomiase humaine africaine.

Actuellement, les méthodes de référence permettant d’apprécier le niveau et le risque
d’exposition des populations aux piglres des insectes vecteurs sont essentiellement des
méthodes entomologiques, basées sur I'échantillonnage des populations adultes d’insectes. Le
choix des méthodes entomologiques dépend des objectifs fixés et de I'écologie des insectes
etudiés. Mais la plupart des méthodes présentent des biais (favorisant une population d'insecte
suivant leur écologie) et des limites (sensibilité, évaluation impossible a grande échelle, colts
importants, moyens lourds pour leur mise en place). Par ailleurs, les méthodes
entomologiques classiques par piégeage renseignent sur I'exposition moyenne des populations
au sein d’'un méme foyer mais ne permettent pas de mesurer I’hétérogénéité d’exposition entre
individus. Il est particulierement difficile d'estimer les densités de vecteurs réelles par rapport
a |'échantillon obtenu. De plus, I'évaluation de la densité des populations adultes, donc du
risque d’exposition aux pigdres, est la premiére démarche afin de définir le niveau de risque
de transmission (EIR). Mais ces méthodes entomologiques ne permettent pas d'évaluer si ces
vecteurs piguent réellement 'homme. Ces différentes limites sont encore plus importantes
dans un contexte de faible exposition au vecteur (sensibilité) et dans le cadre de I'évaluation
des stratégies anti-vectorielles. Les captures sur homme permettent de mesurer I'exposition au
niveau individuel et sont les plus adaptées pour mesurer l'agressivité des insectes
anthropophiles mais, en plus de problémes éthiques évidents et des biais inhérents au
captureur (pouvoir attracteur), ces méthodes permettent difficilement d’extrapoler le risque
d’exposition aux enfants (Poet al. 1980). Il serait donc nécessaire de développer de
nouveaux outils complémentaires permettant d'évaluer le risque d'exposition des populations

humaines et des individus aux piqdres des insectes vecteurs.
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Pour répondre a cet enjeu dans le cadre du paludisde la THA, nous avons, par
des études séro-épidemiologiques, étudié la relation immune homme-vecteur en exploitant les
propriétés immunologiques de certaines protéines salivaires des anopheles et des glossines.
Cette approche est complémentaire aux méthodes entomologiques actuelles qui permettent de
connaitre la nature, la composition (sexe, age, état nutritionnel, état infectieux vis-a-vis du
pathogéne...), la distribution géographique, I'abondance, les variations saisonnieres de
I'habitat et les densités ainsi que I'écologie des vecteurs.

Depuis une dizaine d’années, I'élaboration de marqueurs immunologiques d’exposition
aux piqQres des insectes vecteurs pour les populations humaines a été démontrée pour
plusieurs insectes vecteutsddes, Triatoma, Aedes, Anophel@set ceci a partir de I'étude
de 'immunogénicité de la salive (réponse Ac spécifique). Mais, dans I'objectif d’utiliser ces
marqueurs d’exposition a grande échelle, I'évaluation de la réponse Ac a partir des extraits
salivaires totaux des insectes ne peut étre envisagée. En effet, que les antigénes salivaires
soient obtenus par dissection des glandes salivaires ou par recueil de la salive par des
techniques de salivation, ces méthodes restent longues et fastidieuses. Par ailleurs, la
composition en protéines salivaires peut étre modifiée en fonction de différents parameétres
intrinseques au vecteur (age, sexe, infection du vecteur, résistance aux insecticides,...) ceci
pouvant influencer la reproductibilité des lots en terme de composition protéique. Mais
surtout, certaines protéines salivaires d’arthropodes sont retrouvées de maniére ubiquitaire au
sein de la salive de plusieurs espéeces d'insectes (I'apyrase par exemple). Ces protéines
salivaires communes pourraient étre source de réactions immunologiques croisées entre
arthropodes. Pour pallier ces inconvénients et dans l'objectif d'élaborer des marqueurs
d'exposition spécifique a un groupe d'especes de vecteurs, il est nécessaire d’identifier une ou
des protéines salivaires présentant les caractéristiques requises pour étre un marqueur
immunologique d’exposition (spécificité et immunogénicité). Ces candidats pourront étre
synthétisés biologiquement ou chimiquement optimisant ainsi la reproductibilité du test. Le
choix du candidat peut étre dirigé par les applications attendues de ce marqueur d'exposition.
Par exemple, dans l'objectif d'élaborer un marqueur d'exposition spécifique d'un genre
d'arthropode, l'identification de protéines salivaires uniguement retrouvées au sein de la salive
des especes de ce genre d'arthropode (voire de I'espéce) pourra répondre a cet objectif.

Dans le cadre des deux vecteurs étudiés dans cette these, nous avons utilisé deux méthodes

différentes afin d'identifier des candidats salivaires pour I'élaboration de tel bio-marqueur.
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Lorsque ces travaux ont été entrepris, les conmaissasur la composition salivaire
des glossines étaient limitées. Un nombre restreint de protéines salivaires avait été décrit et
des propriétés immunogéniques avaient été mises en évidence pour la s@ivmalsitans
centralis (Elliset al. 1986). Mais les protéines impliquées n’avaient pu étre identifiées.
Dans un premier temps, nous avons évalué si la réponse IgG spécifique aux extraits salivaires
totaux de glossine pouvait permettre de discriminer des personnes exposées ou nhon aux
piqlres des glossines. Le niveau de la réponse IgG spécifique a la salive totale des individus
vivant en zone d’endémie a été comparé a des individus témoins n’ayant jamais été en contact
avec ces insectes. Les personnes vivant en zone de transmission de THA présentaient un tres
fort taux d’Ac IgG spécifiques de la salive de glossine, contrairement aux individus non
exposeés (européens). Les variations quantitatives de cette réponse IgG semblaient également
apprécier I'hétérogénéité spatiale d’exposition a la piqlre des glossines. L’ensemble de ces
travaux semblait indiquer que I'évaluation du taux d’'lgG spécifiques a la salive des glossines
permet non seulement de distinguer les personnes exposées ou non a la piqdre de ces insectes
(exposées/non exposées) mais également de distinguer les niveaux de risque d’exposition
entre villages (quantification d'un niveau d'exposition différent).
La disponibilité d'un tel outil épidémiologique serait particulierement utile dans le cadre de la
THA caractérisée par une transmission focale, et pourrait permettre lidentification des

personnes présentant un fort risque de transmission des trypanosomes.

Nous avons déterminé les caractéristiques de ce test diagnostic d’exposition : sensibilité
80%, spécificité = 100 % valeur prédictive positive = 100% et valeur prédictive négative =
73%, ce marqueur immunologique d’exposition présentait donc des caractéristiques

épidémiologiques pertinentes.

Dans l'objectif d’identifier des protéines salivaires candidates pour I'élaboration d’'un
test d'exposition, nous avons détecté et comparé la composition en protéines salivaires
antigéniques de quatre especes de glossine (vectrices ou non) et ceci en fonction du statut des
individus (exposés ou non, infectés ou non) par une approche d'immuno-empreinte. La
composition des sialomes et des immuno-sialomes des glossines dépendait i) des espéces
glossiniennes (vectrices ou non) et ii) du statut d’exposition (exposé ou non) et infectieux
(infecté ou non) des individus. Au niveau individuel, les personnes exposées, infectées ou non,
présentaient des profils immunogéniques hétérogenes. Néanmoins nous avons pu mettre en
evidence trois protéines salivaires (37, 60 et 150 kDa) retrouvées chez la grande majorité des

individus exposés gu'’ils soient infectés ou non. Ces protéines pourraient représenter des
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candidats pour I'élaboration d’un marqueur d’exposit L'identification de ces protéines par
spectrométrie de masse aurait pu permettre d'évaluer la spécificité de ces protéines aux
glossines et d'identifier une protéine salivaire candidate pour ['élaboration de marqueur

spécifique de I'exposition des glossines.

Nos travaux relatifs a la thématique des glossines se sont arrétés suite a ces deux études.
Néanmoins, ces premiers travaux ont permis de démontrer l'intérét de I'évaluation de la réponse
lgG spécifique aux extraits salivaires totaux de glossines comme marqueur d'exposition et ont
permis de détecter des protéines candidates. Une voie de recherche est maintenant ouverte vers
le développement d'un tel bio-marqueur spécifique.

Cette thématique a été récemment reprise dans un projet appliqué a la trypanosomiase animale
africaine développé au CIRDES de Bobo-Dioulasso dans le cadre de projet Aires-Sud « Etudes
expérimentales de la réponse anti-salive de glossines chez les bovins d’Afrique de I'ouest :
application a I'analyse de la trypanotolérance et a I'évaluation de I'exposition des troupeaux ».
Cette étude vise a développer un marqueur séro-épidémiologique d'exposition et de risque a la
trypanosomiase animale africaine pour les bovins et analysera les profils de réponse de ces
bovins en fonction de leur trypanotolérance. Cette étude permettra de mieux comprendre les
effets immunomodulateurs de la salive des glossines sur la réponse immune de I'hote et
I'établissement de l'infection pdirypanosoma congolensille s’'intéresse principalement a la
mouche tsé-tsé de I'espéGdossina palpalis palpali€n raison de son abondance relative en
Afrique de l'ouest par rapport aux autres especes et de son role de vecteur commun des

trypanosomiase animale africaine et de la trypanosomiase humaine africaine.

En parallele, nous avons donc orienté nos recherches sur le complexe
AnophelefPlasmodiumcorrespondant a la thématique initiatrice du projet EpiVect et a ses
activités majeures. En effet, le concept de I'évaluation de la réponse IgG spécifique aux
extraits salivaires totaux Alh. gambiaecomme marqueur d’exposition avait préalablement été
démontré au sein du laboratoire. Des enfants résidant dans une région impaludée au Sénégal
développaient une réponse IgG spécifique a la salive totale dambiaedont I'intensité était
associée positivement a leur degré d’exposition aux piqlres de ce vecteur, évaluée par des
méthodes entomologiques classiques (Renaiuad. 2006). L'évaluation par ELISA du taux
d’Ac spécifiques aux protéines salivairesAd. gambiaepourrait donc étre un moyen
d’apprécier I'exposition aux piqires de ce vecteur et de ce fait au risque de transmission du

paludisme. Par ailleurs, la réponse Ac anti-salive semble également étre un marqueur
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d’exposition aux piqlres Ahopheleschez des militaires francais en Coéte d’lvoire et ainsi un
indicateur applicable aux voyageurs exposés a ces infections pendant une courte durée
(Orlandi-Pradinegt al. 2007).

Dans l'objectif d'identifier un marqueur optimal d’exposition discriminant d’une piqQre de
'anophele (genre et/ou espéce-spécifique, absence de réactivité-croisée avec d'autres
vecteurs) et reproductible pour une utilisation possible a grande échelle, nous avons exploré le
sialotransriptome de plusieurs espéces d'anophéles a partir de la bibliographie et des bases de
données disponibles. Nous avons ainsi identifié la famille des SG protéines (SG1-SG8)
rapportée spécifique a Anopheles spp.. Parmi cette famille de protéines, la protéine gSG6 a été
détectée antigénique chez des individus faiblement exposés aux pigdmspliEles
(Orlandi-Pradineset al. 2007), ceci ayant été confirmé par notre équipe chez des enfants
vivant en zone endémique (S. Cornélie, communication personnelle). Cette étude a été
réalisée en collaboration avec B. Arca (Université de Naples et Rome, Italie) qui nous a fourni
les protéines salivaires recombinantes gSG6 et gSG7. Contrairement a gSG7, une réponse Ac
lgG anti-gSG6 a été détectée chez des enfants vivant en zone de transmission saisonniére du
paludisme (Niakhar, Sénégal). Afin de pallier des problemes de reproductibilité inhérents aux
antigénes salivaires produits par synthese biologique (reproductibilité, rendement) et dans un
souci de maximiser la spécificitéAnophelesnous avons défini 5 peptides (synthétisés par

voie chimique) a partir de la séquence aminée de la protéine gSG6 par une approche bio-
informatique en prenant en compte i) les potentialités antigéniques (prédiction d'épitopes
antigéniques) et ii) 'absence de similarité de séquence avec des protéines d'autres vecteurs
majeurs Aedes Glossines, CuleXPhlébotomes) et d’organismes a partir des bases de données
des génomes disponibles. Les cing peptides ont montré des propriétés antigéniques mais deux
d'entre eux, gSG6-P1 et gSG6-P2, présentaient la plus grande antigénicité. Nous avons alors
comparé le niveau de réponse IgG des individus en fonction de leur niveau d’exposition
(faible, moyen et fort), évalué par des méthodes entomologiques classiques. Une
augmentation de la réponse IgG au cours de la saison d’exposition et une association positive
entre la réponse IgG et le niveau d’exposition aux piqiras.djambiaeont été trouvees
significatives uniquement pour gSG6-P1. Cette approche suggére que la réponse IgG
spécifigue de gSG6-P1 peut étre un marqueur évaluant spécifiguement I'exposition aux
pigires dAn. gambiae La comparaison des séquences de SG6-P1 entre les principales
espéeces vectrices dédasmodium(An. funestuset An. stephen¥isuggere que ce peptide
pourrait également étre un marqueur d’exposition a ces vecteurs. Afin de répondre a cette

hypothése, nous avons identifié un village Aun. funestusest la principale espece
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anophélienne présente. Ce village est intégré damsiude du programme Pal-Fleuve mené

par notre groupe en collaboration avec 'ONG Espoir Pour La Santé, I'Université Cheikh Anta
Diop et I'Institut Pasteur de Dakar, dans la région Nord du Sénégal. Le village de Gankette
Balla est situé dans la partie sud du Lac de Guiers (263 km de Dakar). Le climat est de type
soudano-sahalien caractérisé par une courte saison pluvieuse de juillet a septembre et une
longue saison séche (octobre a juin). Une forte abondaAcefdhestuset une absenceAl.
gambiaeont été enregistrées dans ce village (Bial. 2008) ou le paludisme sévit a I'état
hypo-endémique (Fayet al. 1998). Un suivi longitudinal a été effectué chez des enfants de 1

a 9 ans (7 passages) entre juin 2004 et déecembre 2006. Une étude est actuellement en cours
afin d'évaluer si le peptide gSG6-P1 pourrait étre marqueur d'exposition chez des individus

résidant dans ce village exposé majoritairement a An. funestus

Les différences de répartition et de restriction géographique des anopheles et des
glossines et leurs conséquences sur l'exposition des populations conféerent des caractéristiques
différentes aux marqueurs d'exposition. En effet, dans le cas du paludisme, une des difficultés
majeures est de pouvoir comparer les réponses IgG des individus vivant en zone endémique a
des individus témoins non exposés aux vecteurs. Les anophéles sont retrouvés de maniere
endémique a travers le monde entier, excepté dans certaines zones géographiques ou en
altitude, et I'obtention de sérum de personnes non exposées aux pidireshdlesreste
difficile. Dans le cadre de la THA, les glossines étant exclusivement africaines, il était plus
facile de disposer de sérums de personnes n‘ayant jamais été en contact avec ces vecteurs.
Ainsi la réponse IgG spécifique a la salive totale permet en premier lieu de discriminer une
personne exposée ou non a la piqQre des glossines alors que dans le cadre du paludisme, la
réponse spécifique a la salive des Anophadeset plus spécifiquement d'apprécier l'intensité
d'exposition (faible, moyen et fort) aux piqires de ces vecteurs. Par ailleurs, les individus
témoins qui n‘ont jamais voyagé en Afrique, présentaient néanmoins une faible réponse IgG
aux antigenes salivaires de glossine. Des réactions immunologiques croisées entre des
protéines salivaires d'insectes proches phylogénétiqguement des glossines, tels que les
tabanidés, ne sont donc pas a exclure et devront étre évaluées pour les études futures. Dans le
cadre des anophéles, I'approche bio-informatique nous a permis de minimiser de possibles
réactions croisées en sélectionnant des séquences peptidiqgues présentant de trés faibles

similarités avec des protéines d'autres vecteurs ou organismes vivants.
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Le peptide gSG6-P1 a donc été identifié comme unqueanr optimal permettant
d'évaluer l'exposition spécifique des enfants aux piqlOues. djambiae.La réponse IgG
spécifiqgue a ce peptide était positivement associée au degré d'exposition aux piqQres des
anopheles, évalué par des méthodes entomologiques classiques. Par ailleurs, la réponse 1gG
spécifiqgue a gSG6-P1 présentait une augmentation au cours de la saison d'exposition chez des
enfants résidant dans des villages ou de trés faibles densités anophéliennes (1
pigire/homme/nuit) sont observées. Le peptide gSG6-P1 semble ainsi détecter les individus
faiblement exposés dans des contextes ou les méthodes entomologiques présentent des limites
de sensibilité. La mesure du taux d’lgG spécifique a deux temps distincts au cours de la saison
d’exposition permettrait de détecter des faibles expositions et semblerait méme évaluer
I'hétérogénéité d’exposition. Ce marqueur pourrait donc représenter un outil épidémiologique
utile afin de mieux comprendre les dynamiques de transmission dans les situations de faible
exposition anophélienne dont le "paludisme urbain” ou d'altitude. Dans ces contextes, les
individus ont une probabilité plus faible de s'infecter mais le développement de I'immunité de
prémunition est de ce fait plus longue a acquérir favorisant les formes graves du paludisme
chez le jeune enfant ou l'adulte (Tragieal. 1993). Le taux annuel d'accroissement de la
population urbaine de 6% favorise le développement du paludisme urbain dans des
environnements sanitaires inégalement développés, cette forme de paludisme est un réel enjeu
de santé publique qui ne peut que s'accroitre (Baudon et al. 1996). Le développement d'un tel
bio-marqueur de faible exposition semble ainsi une voie importante pour prévenir I'apparition

d'une morbidité chez ces populations.

La grande sensibilité immunogénique de I'épitope de gSG6-P1, se caractérisant par le
développement d'une réponse IgG spécifigue chez I'nomme aprés seulement quelques
stimulations antigéniques (faible exposition), permet de détecter des réponses spécifiques
chez des trés jeunes enfants (< 2 ans). En effet, des réponses spécifiques IgM et IgG ont été
détectées et présentent des variations saisonnieres chez de trés jeunes enfants résidant au
Sénégal.

Les enfants sont les principales victimes de la mortalité palustre, la disponibilité d'un
marqueur d’exposition a la piglreAti. gambiadeur serait particulierement destinée. Nous

avons donc évalué, dans une étude préliminaire, I'acquisition de la réponse IgM (reflet d'une
réponse immune précoce ou primaire) et IgG (reflet d'une réponse immune mature) spécifique

a gSG6-P1 au cours des deux premieres années de vie chez dix enfants résidant dans une zone

de transmission palustre saisonniére a Ndiop (Sénégal). Les cinétiques de développement des
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réponses IgM et IgG ne présentaient pas les ménoéitss@n fonction de I'age des enfants.

Dans ce contexte épidémiologique, l'acquisition de la réponse IgM semblait progressive avec
I'age alors que les IgG, déja présents au cours des 6 premiers mois de vie, n‘augmentaient qu'a
partir de la période 19-25 mois. Le profil d'acquisition de la réponse IgG suggere la présence
d'anticorps maternels chez les jeunes enfants. Ces Ac maternels seraient transmis de la mere a
'enfant au cours de la vie intra-utérine et au cours de l'allaitement. Les enfants
développeraient dés les premiéres expositions aux piqikespiielesune réponse IgM

suivie d'une réponse IgG spécifique.

Cette étude constitue un premier pas dans la compréhension de l'acquisition des réponses Ac
spécifiqgues a gSG6-P1 chez des enfants résidant en zone endémique et permet de valider
l'utilisation de ce bio-marqueur chez les tres jeunes enfants. Afin de confirmer ces premiers
résultats une étude longitudinale évaluera I'acquisition de ces réponses IgM et IgG chez un
plus grand nombre d'enfants (n=550) a 3, 6, 9 et 12 mois d'age. Cette étude est intégrée dans
un projet mené depuis 2007 par I''RD-UR010 a Tori-Bossito (Bénin) intitulé "Survenue des
premieres infections palustres chez le nouveau-né : déterminants génétiques, biologiques et
environnementaux”. Des échantillons du sang périphérique de la mere, du cordon ombilical et
du placenta seront également disponibles, ce qui nous permettra d'évaluer la transmission des

anticorps maternels a I'enfant.

L’évaluation quantitative de I'exposition de populations humaines aux risques de
pigdres d’arthropodes vecteurs de pathogenes pourrait s’avérer un outil épidémiologique utile
dans le cadre de la lutte et/ou de la prévention de la transmission de la THA et du paludisme.

Il est intéressant de noter que le protocole développé pour le recueil des échantillons sanguins
dans le cadre de I'étude a Lobito en Angola permet 'applicabilité sur le terrain dans des zones
rurales reculées et a des études épidémiologiques de grande échelle. Comme nous l'avons
montré, le dosage des Ac spécifiques aux antigénes salivaires peut se faire a partir de gouttes
de sang prélevées au bout du doigt et recueillies sur du papier buvard. Cette méthode est
moins invasive (meilleure hygiene) donc mieux acceptée par les populations et permet le

prélevement de sang chez les trés jeunes enfants. Ce protocole s'integre donc parfaitement
dans des études de suivi de l'infection palustre qui requiérent des prélevements de sang au
bout du doigt pour la réalisation des gouttes épaisses. Par ailleurs, les buvards peuvent étre
conservés a +4°C jusqu'a I'élution. Ceci représente un avantage considérable pour une

application sur le terrain évitant de conserver les échantillons sanguins a -20°C.
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Par ailleurs, on peut concevoir, a terme, I'évabratilu taux d'Ac anti-candidat marqueur
d'exposition par un prélevement capillaire au bout du doigt et [l'utilisation de simple
bandelette auto-réactive sur laquelle serait fixé le candidat salivaire. Cette technique serait

particulierement applicable sur le terrain et adaptée aux trés jeunes enfants.

L'ensemble des résultats sur les deux modéles étudiés dans le cadre de cette thése
(glossine et anophele) peut étre schématiquement représenté (Figure 54). Nous avons donc
abordé plusieurs aspects du développement d'un biomarqueur d'exposition: identification,

validation et applications.
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Les applications d'un margueur d'exposition

La premiere application dun tel marqueur immunologique pourrait étre
I'identification des personnes exposees aux piqlres des insectes vecteurs et donc au risque de
transmission des pathogenes associés. Cette application revét tout son intérét dans le cadre de
la prise en charge et de la lutte contre les trypanosomiases africaines qui sévissent le plus
souvent sous forme de foyer. Dans un contexte ou la surveillance active des populations
humaines permet d’identifier et de traiter les personnes infectées par des trypanosomes,
l'identification des personnes vivant au contact des glossines permettrait d’orienter les
équipes médicales dans des zones ou le risque de transmission est le plus important.
L'identification et la mise sous traitement des personnes en premiere phase de la maladie
permet d'éviter les séquelles neurologiques irréversibles de la deuxiéme phase et permet
également de diminuer la transmission au niveau d'un foyer. Comme nous l'avons remarqué
dans notre étude, la réponse IgG anti-salive de glossine semble pouvoir apprécier
I’hétérogénéité d’exposition entre des villages au sein d’'une méme zone. La disponibilité d'un
tel marqueur serait particulierement utile dans les pays ou les services de santé sont limités et
ne peuvent pas assurer la surveillance de toute la population comme c’est le cas dans la
majorité des pays d’Afrique centrale ou l'instabilité politique et les conflits désorganisent les
systemes de santé. Par ailleurs I'écologie caractéristique des glossines, permet, par des
meéthodes pluridisciplinaires associant la télédétection et la cartographie, de prédire par
I'élaboration de SIG les gites de repos des glossines et ainsi les lieux de contact homme-
glossine. L'intégration des données immunologiques évaluant I'exposition pourrait permettre
de délimiter les zones de contact homme-glossine et ainsi d'orienter les stratégies de lutte anti-
vecteurs adéquates et la mise a disposition des traitements en fonction des foyers a risque
ainsi identifiées.

Dans le cadre de la lutte contre le paludisme, un marqueur identifiant les enfants les plus a
risque de transmission des plasmodiums permettrait également de favoriser ainsi la

disponibilité géographique des traitements aux populations les plus exposées aux risques. En
effet les stratégies IPT pourraient étre adressées préférentiellement aux enfants les plus
exposes au risque de transmission du paludisme. Ceci permettrait, en évitant une couverture
de masse, de réduire l'apparition de chimiorésistance dans le cadre de ces stratégies
préventives. Par ailleurs, cet outil pourrait permettre d’orienter les campagnes de distribution

de moustiquaires imprégnées aux foyers présentant des plus fortes densités anophéliennes.
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L’'usage de marqueurs d’exposition dans I'évaluatieriefficacité des stratégies anti-
vecteurs peut également étre envisagée comme le souligne nos travaux. Ces stratégies
entomologiques visent a réduire la transmission du paludisme en réduisant les populations de
vecteurs. Les méthodes actuelles, chez 'homme, évaluant I'efficacité des méthodes de lutte
anti-vectorielle, reposent sur la mesure des indices parasitaires (densité parasitaire) dans le cas
du paludisme. Notamment dans des contextes de faible exposition, les paramétres
parasitologique et entomologique peuvent étre difficilement estimés compte tenu de la
sensibilité des méthodologies actuelles. Dans notre étude, nous avons pu montrer que
I'évaluation de la réponse IgG spécifiqgue a la salive totada.dgjambiaesemblait étre un
indicateur de l'efficacité des moustiquaires imprégnées. Le peptide gSG6-P1 est actuellement
évalué dans ce contexte afin de déterminer si il peut permettre I'évaluation de l'efficacité des
stratégies développées dans la lutte anti-vectorielle. Un tel marqueur pourrait également
comparer l'efficacité protectrice de différents outils de lutte anti-vectoriellecomparer
l'efficacité de nouveaux insecticides ou combinaisons d’insecticides.

Un tel marqueur aurait donc deux applications dans le domaine de la lutte anti-vectorielle. Il
pourrait représenter 1) un outil permettant de comparer I'efficacité de plusieurs stratégies anti-
vecteurs (=marqueur a court terme) et 2) un outil permettant de suivre l'efficacité des
stratégies de LAV et de détecter les périodes ou les stratégies ne sont plus efficaces et
nécessitent une nouvelle sensibilisation des populations ou la mise en place d'une nouvelle
stratégie (= marqueur a long terme).

Un tel outil serait donc plus adapté/complémentaire au niveau des essais d'efficacité de phase
3 ou les indices parasitaires évalués chez 'hnomme demeurent les critéres de référence. Les
techniques parasitologiques peuvent présenter des limites en terme de sensibilité et le suivi est
contraignant avec un suivi parasitologique tous les 3 jours. De plus, cette méthodologie de
référence présente des limites lors de fluctuations saisonnieres, caractéristigues de

I'épidémiologie du paludisme d'une grande partie de I'Afrique de I'ouest.

L'utilisation d'un marqueur immuno-épidémiologique a un niveau individuel doit
néanmoins étre considéré avec précaution. En effet des cofacteurs non contrélables tels que le
statut nutritionnel, les infections, le patrimoine génétique, etc, peuvent influencer le systeme
immunitaire des personnes exposéees. Néanmoins, comme indiqué dans nos travaux, la mesure
de la réponse immune a deux temps au cours de la saison de transmission chez un méme
individu permettrait de détecter une faible exposition a un niveau individuel. Dans le cadre de

I'exposition aux glossines, au regard des parametres épidémiologiques du test, le marqueur
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basé sur les extraits salivaires totaux semble idigoer individuellement les personnes

exposées ou non a la pigdres des glossines.

Les travaux dans le cadre de cette thése ont permis par des approches
pluridisciplinaires d'identifier et de valider des marqueurs immunologiques (extraits salivaires
totaux de glossines et gSG6-PJArmd' gambiag évaluant I'exposition des populations
humaines aux piqdres des glossines ou des anopheles. Des études auxquelles le projet EpiVect
est associé sont actuellement développées et permettront de valider i) le peptide gSG6—-P1
dans différents contextes épidémiologiques (paludisme urbain, voyageurs, militaires, lutte
anti-vectorielle) et ii) les extraits salivaires totaux de glossine puis des protéines
immunogéniques spécifiques dans le cadre de la trypanosomiase animale africaine.

Par ailleurs, le développement de marqueur d'exposition spécifique de piqdres infectantes
pourrait également représenter une voie intéressante de recherche. Ce type de marqueur
pourrait permettre de relier la morbidité/mortalité avec I'exposition aux vecteurs infectés et
ainsi obtenir un marqueur prédictif de morbidité. L'expression de certaines protéines salivaires
est altérée lorsque l'insecte est infesté par un pathogene et, par exemple,l'expression de la
protéine gVAG est augmentée chez un anophéle infecté (Chatrakt2007). Elle pourrait
représenter ainsi un candidat marqueur d'exposition a la piglre infectante comme le projet

EpiVect pourrait le démontrer dans le futur.

L’étude des protéines salivaires des insectes hématophages vecteurs apparait comme
une voie de recherche privilégiée. Les propriétés pharmacologiques de ces protéines salivaires
pourraient permettre le développement de nouvelles molécules thérapeutiqgues anti-hémostase
et anti-inflammatoire applicables en santé humaine (maladie cardio-vasculaire, maladie
inflammatoire chronique...). L'’étude des caractéristiques immunologiques de la piqQre des
insectes vecteurs chez I'homme pourrait aboutir a une meilleure connaissance des
mécanismes immunologiques intervenant dans les relations homme/vecteur et dans la
transmission des pathogenes. L'identification et la caractérisation de ces protéines ont déja
permis de mettre au point des protocoles de désensibilisation dans le domaine de

I'allergologie et suggerent également de nouvelles stratégies vaccinales.

Les travaux de cette thése contribuent & une meilleure connaissance des relations

immunes homme-vecteur au cours de deux pathologies majeures que sont le paludisme et la
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THA. Ce type d'approche peut étre appliguée a @autraladies a transmission vectorielle
émergente ou réemergente (arbovirose) tant dans les pays du Sud que du Nord. Le
développement de ce type de bio-marqueur semble présenter un intérét tout particulier pour
évaluer l'exposition dAedeset ainsi mesurer les risques de transmission d'arboviroses

emergentes (Dengue, Chikungunya) et I'efficacité de la lutte anti-vectorielle contre Aedes
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Résumeée

Le paludisme et la trypanosomiase humaine africaine sont des problémes majeurs de santé publique en Afrique
sub-saharienne. La mesure de l'exposition des populations humaines aux piqdres des insectes vecteurs est un
parameétre épidémiologique essentiel a définir dans le cadre de la lutte contre la transmission des maladies
vectorielles. Dans ce contexte, par une approche immuno-épidémiologique et en exploitant les propriétés
immunogéniques des protéines salivaires des insectes vecteurs, notre objectif était d'identifier et de valider des
candidats salivaires permettant d'évaluer le risque d'exposition des populations humaines aux piglres
d'Anopheles sppet deGlossina spp.

Dans le cadre de la trypanosomiase humaine africaine, nous avons montré que la réponse IgG spécifique aux
extraits salivaires totaux de glossines représente un marqueur d'exposition permettant de discriminer une
personne exposée au non aux piqdres des glossines. Par ailleurs, la composition en protéines salivaires
immunogéniques des glossines semble dépendante de I'espéce glossinienne (vectrice ou non) et leur
immunogénicité chez les populations humaines semble dépendante du statut d’exposition (exposé ou non) et
infectieux (infecté ou non) de ces individus. Dans le cadre du paludisme, nous avons identifié et validé le peptide
gSG6-P1 spécifique Alhopheles spcomme marqueur d'expositionAd. gambiagoar une approche originale

basée sur des outils de bio-informatique et immuno-épidémiologiques. En complément, ce marqueur semble
particulierement adapté pour évaluer I'exposition des populations dans des contextes de faible densité
anophélienne (paludisme urbain, paludisme d'altitude) et une premiéere étape validant son utilité dans I'évaluation
de l'efficacité des stratégies de lutte anti-vectorielle a été ainsi initiée.

Cette thése contribue a une meilleure connaissance des relations immunes homme-vecteur au cours de deux
pathologies majeures. Cette approche pourrait étre développée a d'autres maladies a transmission vectorielle
émergentes ou ré-émergentes (arboviroses) tant dans les pays du Sud que du Nord.

Mots clés. bio-marqueur, paludisme, trypanosomiase humaine afric#inepheles Glossina relation
immunologique homme-vecteysrotéines salivaires.

K XK IXK

Human —vector relationship
From the identification to the validation of salivary proteins like
immunologic marker of exposure toAnopheles sppand Glossina sppbites

Summary

Malaria and the human african trypanosomiasis are currently major public health problems in sub-Saharan
Africa. The evaluation of exposure of the human populations to vector bites is an essential epidemiological
parameter to improve vector-borne diseases control. In this way, by an immuno-epidemiological approach and
by using immunological properties of salivary proteins of vectors, the objective was to identify and to validate
salivary candidates for evaluating the exposure risk of human populatiémopheles sppandGlossina spp.

bites.

Concerning the human african trypanosomiasis, we have demonstrated that the specific 1gG re§bossiado

whole saliva extracts, represents a marker of exposure allowing discrimination of exposed individossitta

bites or not. In addition, the composition in immunogenic salivary proteins seems dependenGasshea

species (vector or not) and their immunogenicity in human populations seems specific to the exposure (exposed
or not) and infectious status (infected or not) of individuals.

Concerning malaria, we have identified and validatedAhepheles spspecific gSG6-P1 peptide as a marker

of An. gambiaeexposure with an original approach based on bio-informatic and immuno-epidemiological tools.
This marker seems to be particularly appropriate in the evaluation of exposure in a contexAabjiheles

density (highland, urban malaria) and a first stage in its validation like tool for the evaluation of the efficacy of
anti-vectorial strategies was launched.

This thesis strengthens the knowledge of the human-vector immune relationship within these two major diseases.
Such approach could be applied to other vector borne diseases, as emerging or re-emerging diseases (arbovirus
diseases) in South or North countries.

Key words: bio-marker, malaria, human african trypanosomiasinopheles Glossing human-vector
immune relationship, salivary proteins.



