Plasmodium falciparum : épidemiometrie
de la transmission homme-moustigue
et de I'infection chez le vecteur.
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Summary: Plasmodium falciparum: epidemiometry of the transmission from man to mosquito
and of the infection in the vector.

The level of malaria transmission is usually estimated by some entomological parameters (entomo malaria
logical inoculation rate or reproductive rate and its seasonal variations). However, only one aspect Plasmodium falciparum
of the malaria transmission is explored by this way, i.e. the transmission of Plasmodium from mos man-mosquito transmission
quito to man. The transmission from man to mosquito, the development of parasite in the mosquito transmission blocking immunity
midgut, and the role of transmission blocking immunity remain poorly documented. Recent studies indicator
on vaccination with gamete antigens showed that transmission blocking immunity, and the natural epidemiology
infectiousness of gametocytes after treatment underlined the need for taking into account a new
aspect of malaria epidemiology concerning the transmission of Plasmodium from man to mosquito.
In this paper, authors propose and discuss different new indicators and methods to improve our
knowledge on malaria epidemiology.
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Le niveau de transmission du paludisme est classiquement estimé par des parametres entomolo
giques comme le taux d’inoculation entomologique ou le taux de propagation et leurs variations sai -
sonniéres. Ces indices n’explorent qu’un aspect de la transmission, celui du passage du parasite, du
moustique vers ’homme. Récemment, lors d’études sur les tentatives de vaccination avec des anti
genes de stades parasitaires sexués, le role de I'immunité bloguant la transmission et I'infectivité
naturelle des gamétocytes apres traitement ont montré qu’il fallait aussi prendre en compte la trans
mission du parasite de I’homme vers le moustique. La mise au point de nouvelles méthodologies
permet de proposer pour la premiére fois certains indicateurs destinés a I’étude de cet aspect com -
plémentaire des analyses classiques.

vaires, et d’estimer ainsi le réle épidémiologique de I'immu-
nité bloquant la transmission. Dans une perspective épidé-

Introduction

es épidémiologistes ont, depuis longtemps, pris I’habi-

tude d’analyser la transmission du paludisme en utilisant
des indicateurs essentiellement entomologiques, tels que le
taux d’inoculation ou le taux de propagation. Cependant ces
indices et leurs variations saisonniéres ne refletent qu’une
partie de la transmission qu’on pourrait appeler transmission
du moustique a I’hnomme. L'autre face complémentaire, de
I’'homme au moustique, est le plus souvent ignorée. Pour que
cette derniére puisse s’accomplir, il faut: (i) que I’homme soit
porteur de gamétocytes, (ii) que ces gamétocytes soient infec-
tants, (iii) qu’ils soient ingérés par le moustique et (iv) qu’ils
poursuivent leur développement chez un vecteur sensible.
Au-dela de I'infectivité des gamétocytes pour le moustique,
il est possible d’explorer le rendement du cycle sporogonique,
du gamétocyte ingéré au sporozoite dans les glandes sali-
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miomeétrique, trois éléments paraissent essentiels: I'infectivité
des gamétocytes pour les moustiques, le rendement du déve-
loppement sporogonique et I'immunité bloquant la trans-
mission. Pour chacun de ces aspects seront envisagés
successivement: la problématique générale, la méthodologie
proposeée, ainsi que leurs limites et contraintes.

L'infectivité des gamétocytes pour les
moustiques

ous les porteurs de gamétocytes ne sont pas infectants.
Un grand nombre de paramétres “humains”, “parasite” ou
“moustiques” interviennent sur la réussite du développement

parasitaire chez le moustique (23). Seuls quelques-uns de ces
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facteurs peuvent étre explorés dans une approche épidémio-
logique.

La prévalence et la densité gamétocytaire, a un moment donné,
dans une population considérée, sont des indicateurs trés
grossiers du pouvoir infectant de cette population pour les
moustiques, car il n’existe pas forcément de corrélation entre
la charge gamétocytaire et I'infectivité du porteur pour le
moustique (5). Pourtant, ce sont actuellement les seuls para-
meétres utilisés couramment sur le terrain.

Parmi les facteurs “parasite”, la proportion de gamétocytes
males et femelles peut étre estimée en routine, a condition
que la coloration de la goutte épaisse soit parfaite et que le
nombre de gamétocytes lus soit suffisant. Le ratio des sexes
influence peu I'infectivité des gamétocytes dans les condi-
tions naturelles. La mise en évidence de I'exflagellation des
gamétocytes males n’a pas beaucoup d’intérét épidémiolo-
gique, car elle ne rend pas compte de la réussite du dévelop-
pement sporogonique. En outre, elle exige une forte densité
gamétocytaire.

La détermination des facteurs de risque pouvant favoriser la
gamétocytogénése dans une population pourrait étre beau-
coup plus intéressante. Cependant, il est actuellement difficile
de prévoir les poussées gamétocytaires chez un individu, mais
des facteurs tels que I’age de I’héte, les médicaments d’action
lente (comme le Fansidar®), les doses subthérapeutiques ou
la résistance du parasite aux antipaludiques, ont été identifiés
comme étant a I'origine de telles poussées gamétocytaires
(23). Par contre, la densité parasitaire asexuée initiale et son
cortege de perturbations immunologiques ne semblent pas
un déterminisme essentiel de I’accroissement de la densité de
gamétocytes (11, 22, 29). Des tests de biologie moléculaire,
visant a mettre en évidence des ARN messagers, codant des
protéines sexuées précoces de la gamétocytogénese, sont en
cours de mise au point (6, 17) et devraient permettre d’iden-
tifier précocement ces poussées gamétocytaires.

La quantité de gamétocytes ingérés par le moustique au cours
de son repas sanguin a fait I’objet d’'un nombre restreint de tra-
vaux. Il est possible que les moustiques absorbent une quan-
tité de sang tres variable, ce qui pourrait contribuer a expliquer
la surdispersion du nombre de gamétes (18) ou d’oocystes
(13, 19) chez le moustique infecté.

Finalement, peu d’éléments permettent d’estimer indirectement
le pouvoir gamétocytogéne d’une souche plasmodiale et son
pouvoir infectant pour les moustiques; il faut alors avoir recours
a des mesures directes sur le terrain comme cela a été fait en
Afrique (4, 7, 14) et en Papouasie-Nouvelle-Guinée (9).

Nous proposons de nouveaux indicateurs, ainsi qu’une métho-
dologie qui doit encore étre standardisée pour optimiser les
futures comparaisons entre les zones ou dans le temps.

Méthodologie

La mesure directe de I'infectivité d’'une population humaine
pour les moustiques se fait classiquement par des enquétes
transversales répétées, a partir d’un échantillon représentatif
de cette population. Deux ensembles de parameétres sont ana-
lysés: (i) I'indice gamétocytaire, la densité et le sex-ratio des
gameétocytes, qui sont obtenus par la confection et I'examen
d’étalements sanguins; (ii) I'infectivité des individus, qui est
objectivée par des infections expérimentales de moustiques
gorgés, soit directement a travers la peau du sujet humain,
soit a travers une membrane a partir d’un prélévement de sang
veineux. S’il y a présence de gamétocytes infectants, des
oocystes pourront étre détectés 7 jours plus tard sur I’estomac
des moustiques disséqués.

Entomologie médicale

Le pourcentage de moustiques infectés est corrélé entre les
deux méthodes, mais les résultats sont sensiblement supé-
rieurs avec le gorgement a travers la peau par rapport a celui
sur membrane (1, 3). Par contre, la corrélation entre ces deux
méthodes est trés faible pour les densités moyennes d’oo-
cystes chez les moustiques infectés, peut-étre en raison des dif-
férences de volumes sanguins absorbés lors des gorgements
expérimentaux et naturels. Nous ne retiendrons donc pas la
densité moyenne d’oocystes.

Parmi les indicateurs potentiels de I'infectivité humaine, il est
possible de retenir les cing suivants.

La proportion de sujets infectant pour les moustiques

Un sujet est dit infectant quand il infecte au moins un mous-
tique par infection expérimentale d’un lot de moustiques gor-
gés jusqu’a réplétion complete. L'infection des moustiques
est évaluée par la présence d’au moins un oocyste par lot de
moustique, 7 jours aprés le gorgement. Il faut remarquer
qu’une importante proportion d’individus, voisine de 50 %
dans les expériences faites au Cameroun et au Burkina Faso
(4, 24), infecte les moustiques tout en étant des “non-por-
teurs apparents” de gamétocytes. Ces sujets présentent une
gamétocytémie qui, bien qu’inférieure au seuil de détection de
2-3 gamétocytes par mm? en goutte épaisse, apparait pourtant
suffisante pour infecter au moins un moustique par lot en
zone de forte endémie.

La proportion de porteurs de gamétocytes infectants

Ce paramétre est estimé par le produit de I'indice gamétocy-
taire (proportion de sujets avec gamétocytes microscopique-
ment décelables) et de la proportion d’individus infectants. 11
peut étre intéressant pour corriger I'imprécision de I'indice
gamétocytaire observé. Il donne ordinairement un chiffre voi-
sin du parametre précédent.

La probabilité qu’un repas sanguin soit infectant
Plusieurs moyens permettent d’estimer cet indicateur. Le plus
facile a réaliser utilise le produit de la proportion moyenne de
sujets infectants par la proportion moyenne de moustiques
infectés sur sujets infectants (9, 26). Ces deux termes du pro-
duit sont obtenus a partir des données des enquétes trans-
versales répétées. Une autre méthode plus précise, mais plus
lourde, peut étre proposeée et associée a la premiere. 1l s’agit
de déterminer la proportion de moustiques infectés aprés gor-
gement sur un individu quelconque. Les moustiques sont
capturés au repos, le matin dans les maisons, et sont immé-
diatement disséqués pour rechercher dans I’estomac des
“formes rondes” qui sont des pré-gametes, des gamétes ou
des zygotes. On peut aussi rechercher des ookinétes au maxi-
mum de leur densité, 16 a 18 heures apres le gorgement (25).
La recherche des formes parasitaires peut se faire par simple
coloration au Giemsa de I’étalement du bol alimentaire de
chaque moustique (2, 30). Il est aussi possible d’utiliser un
anticorps monoclonal anti-Pfs25 ou Pfs48/45 ou Pfs230, mar-
qué a la fluorescéine, que I’on mélange au bol alimentaire
aprés dilacération de I'estomac. La lecture au microscope a
fluorescence permet de dépister les formes rondes dans la sus-
pension (8, 24). Enfin, d’autres auteurs ont conservé vivants
des moustiques sauvages endophiles pour les disséquer 7 jours
apres leur capture afin de rechercher des oocystes (28).

Le pouvoir infectant d’un gamétocyte

Bien qu’il n’y ait pas une corrélation nette entre la densité
gamétocytaire et I'infection chez le moustique, il existe tou-
tefois une relation entre ces deux variables. Le pouvoir infec-
tant d’un gamétocyte est estimé par le rapport de la proportion
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de moustiques infectés (i.e. avec au moins un oocyste par
lot de moustiques, 7 jours apres le gorgement) sur le nombre
estimé de gamétocytes ingérés par moustique (obtenu par
le produit de la densité gamétocytaire et du volume moyen
de sang ingéré par I’espéce de moustique utilisée pour le
gorgement). Ce paramétre n’a de sens que chez les sujets
infectants, et il est possible de faire une moyenne entre plu-
sieurs sujets. Ce paramétre pourrait refléter de maniére indi-
recte le réle de I'immunité naturelle bloguant la transmission.

La contribution d’une tranche d’age de population au réser-
voir de moustiques infectés

Elle peut étre estimée par le rapport Fi/SFi, avec Fi = Ai*Bi*Ci.
- Al est la proportion d’une tranche d’age donnée (i) dans la
population (informations issues d’un recensement récent dans
la zone),

- Bi est la proportion de sujets infectant les moustiques, dans
cette tranche d’age,

- Ci est la proportion de moustiques infectés avec au moins
un oocyste, apres gorgement sur des sujets infectants de cette
tranche d’age (7),

La contribution d’une tranche d’age permet de définir les groupes
de population épidémiologiquement les plus dangereux.
Finalement, ces cing indicateurs donnent un aperc¢u de I'in-
fectivité d’une population ou des gamétocytes pour les mous-
tiques. Certains peuvent étre redondants ou peu fiables. C’est
la répétition des études de terrain qui permettra de choisir les
indicateurs pertinents.

Les limites

Le gorgement sur la peau pose des problémes éthiques quoi-
gu’il soit bien supporté, méme par les enfants. Le gorgement
sur membrane requiert une prise de sang intraveineuse qu’il
est difficile de réaliser chez de jeunes enfants. Aussi les moins
de 5 ans sont-ils habituellement exclus en pratique de ce genre
d’étude, ce qui est regrettable puisque les plus fortes gamé-
tocytémies sont observées dans cette tranche d’age.

Les indicateurs ci-dessus ne sont fiables que si I’échantillon de
population est représentatif et si les moustiques d’élevage sont
gorges sur tous les individus d’un échantillon de population.
Cependant, le choix au hasard des sujets est souvent suivi
d’un important taux de refus qui contrarie I’analyse des résul-
tats. On peut contourner la difficulté en sélectionnant un
nombre suffisant de familles nucléaires volontaires, sans tenir
compte de lagamétocytémie. Comme les taux de porteurs de
gamétocytes et de sujets infectants sont relativement modé-
rés, il faut choisir un échantillon de population suffisamment
grand dans toutes les tranches d’age.

Ce type d’enquéte, basée sur des infections expérimentales
de moustiques, ne donne qu’une image instantanée de ce qui
se passe dans la population. 1l vaut mieux répéter ces enquétes
a différents moments du cycle de transmission (avant, au maxi-
mum, et apres le pic de transmission) pour estimer I'ampleur
des variations saisonniéres et pour établir une moyenne
annuelle des indicateurs évalués.

La détection de formes pré-oocystiques chez les moustiques
capturés au repos le matin doit étre faite dans un grand nombre
de maisons et sur un grand nombre de moustiques (“‘un grand
nombre” étant par définition 3 20). Les taux d’infection des
moustiques sont souvent faibles, ce qui peut limiter I'intérét
de cet indicateur dans certaines zones hypoendémiques ou
les moustiques infectés sont si peu abondants qu’ils devien-
nent indécelables en pratique (13).
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La proportion de sujets infectant les moustiques est vraisem-
blablement surévaluée car les conditions du développement
sporogonique en insectarium sont optimales et a priori plus
favorables qu’en milieu naturel. Cependant les comparaisons
d’un lieu géographique a un autre demeurent valables.

Le rendement du développement
sporogonique

e développement sporogonique est une phase capitale de

la transmission du parasite. L’estimation de son rende-
ment est utile pour identifier (i) les stades parasitaires parti-
culierement vulnérables & une action de lutte chez un vecteur
déterminé (8, 31), (ii) les cibles parasitaires de I'immunité blo-
quant la transmission et (iii) le rdle épidémiologique de cette
immunité, par rapport a I'ensemble des mécanismes non immu-
nologiques qui dépendent du parasite et du vecteur.
Le rendement du développement sporogonique, par défini-
tion, désigne le nombre de sporozoites inoculés par piqdre,
par rapport au nhombre de gamétocytes ingérés. En pratique,
ces deux valeurs sont difficiles a estimer et, comme on va le
voir ci-apres, c’est principalement les stades des gaméto-
cytes aux oocystes qui sont concernés par cette évaluation
du rendement.
La méthodologie d’évaluation du rendement est lourde et
non exempte de critiques. Il est donc nécessaire de trouver
des indicateurs et des méthodes qui soient aussi simples que
possible. Aprés avoir exposé la méthodologie de I’évaluation
du rendement du développement sporogonique, nous pro-
poserons deux indicateurs simples: (i) la proportion de mous-
tiques infectés sur sujets infectants, et (ii) le pouvoir infectant
d’un gamétocyte, directement déduit des enquétes transver-
sales répétées qui permettent I’établissement des indices gamé-
tocytiques et de la détermination des sujets infectants.

Méthodologie

Rendement interstade

Pour étudier précisément le rendement interstade, il faut infec-
ter des moustiques sur des sujets ayant une forte gamétocy-
témie (>100 gamétocytes/mmd), afin d’augmenter les chances
d’obtenir des densités parasitaires non nulles a tous les stades
du développement sporogonique. Il faut alors compter, dans
ou sur I'estomac du moustique, les différents stades parasitaires
du développement sporogonique. La numération de ces stades
se fait apres dissection de lots de moustiques gorgés, a diffé-
rents moments: immédiatement apreés gorgement pour les
gamétocytes (18), apres 30 minutes pour les gamétes, 3 heures
pour les zygotes, 16 a 18 heures pour les ookinétes (25),
48heures pour les jeunes oocystes et 7 jours pour les oocystes
mdrs. Ces stades peuvent étre dénombrés: (i) par immuno-
fluorescence, en utilisant un anticorps monoclonal marqué
spécifique de stade (8); (ii) par microscopie classique avec des
frottis minces du contenu des estomacs et coloration au Giemsa
pour les stades pré-oocystes (30);(iii) en microscopie a
contraste de phase pour les ookinetes apreés avoir lyseé les éry-
throcytes par I'acide acétique a 3 % (31). Une densité moyenne
de chaque stade est évaluée sur chaque lot de moustiques et
pour chaque porteur de gamétocytes. Le rendement entre
deux stades parasitaires consécutifs (de la séquence: gaméto-
cytes - gameétes - zygotes - ookinétes - jeunes oocystes -
oocystes matures) peut étre défini par le rapport des densités
parasitaires moyennes stade x / stade x-1.
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Le rendement global

Le rendement global entre le gamétocyte et I’'oocyste est estimé
par le produit des rendements interstades. Il est aussi pos-
sible d’estimer ce rendement global par le rapport des densi-
tés moyennes de gamétocytes femelles ingérés et d’oocystes.
Ce rendement global est le plus souvent faible dans les condi-
tions naturelles (8, 31). Un rendement moyen est calculé a
partir de plusieurs porteurs de gamétocytes; il varie en fonc-
tion de I’espece vectrice (31).

Les facteurs “humains” versusfacteurs “parasite”

et “moustique”

Le rendement interstade ou le rendement global peuvent étre
estimés en présence du sérum “immun” du porteur de gamé-
tocytes, ou en présence de sérum “témoin négatif”. La métho-
dologie du remplacement du sérum est décrite ci-apres. Le
rendement en présence de sérum immun reflete I'inhibition
globale due aux facteurs sériques humains, mais aussi aux fac-
teurs “parasite” et “moustique”. Au contraire, le rendement
en présence de sérum témoin non immun refléte I'inhibition
due aux seuls facteurs “parasite” et “moustique”. La compa-
raison des rendements entre sérums “immun” et “témoin
négatif” permet théoriquement d’évaluer le rdle de I'activité
sérique anti-développement sporogonique (qui est une com-
posante de I'immunité anti-transmission, voir ci-apres). Par
exemple, un rendement gaméte-zygote fortement diminué en
présence de sérum immun par rapport au témoin peut s’ex-
pliquer par la présence de facteurs sériques immunitaires agis-
sant sur le développement sporogonique. En revanche, un
rendement trés voisin entre le sérum immun et le sérum témoin
laisse suspecter un faible réle de I'immunité anti-transmis-
sion.

Cette méthode permet d’évaluer I’évolution de ce “facteur
sérique” en fonction des classes d’age, des saisons, des niveaux
d’endémie, etc.

La proportion de moustiques infectés sur sujets infectants
et le pouvoir infectant d’un gamétocyte

La proportion de moustiques infectés sur sujets infectants est
définie comme le rapport moyen du nombre de moustiques
avec au moins un oocyste sur le nombre de moustiques exa-
minés 7 jours aprés le gorgement. La définition du pouvoir
infectant d’un gamétocyte a été énoncée précédemment. Ces
deux indicateurs peuvent étre obtenus a partir des enquétes
transversales répétées pour obtenir les indices gamétocytaires
et pour évaluer I'infectivité d’une population. 1l est aussi pos-
sible d’identifier des porteurs de gamétocytes dans la zone
étudiée puis de gorger des moustiques d’élevage.

Les limites

L’analyse du rendement du développement sporogonique est
actuellement difficile & cause d’une grande variabilité d’un
porteur de gamétocytes a un autre et d’'un moustique a un
autre. Il faut, la aussi, disséquer un grand nombre de mous-
tiques pour chaque stade parasitaire. La lourdeur de la méthode
d’immunofluorescence ne permet pas de tester de nombreux
moustiques pour chaque stade examiné et donc les moyennes
de densités parasitaires sont probablement biaisées. L’étalement
du contenu stomacal, coloré au Giemsa, peut étre lu long-
temps apres la manipulation (2). Il permet d’augmenter le
nombre de moustiques testés, mais il n’est pas certain que
tout le contenu stomacal soit examiné et la lecture des ooki-
nétes est contrariée par I’abondance de granules pigmentaires.
Ladétermination de la densité de gamétocytes femelles ingé-
rés est aussi rendue difficile par la méconnaissance du volume
de sang ingéré par chaque moustique. On peut évaluer cette

Entomologie médicale

densité en multipliant la concentration gamétocytaire dans le
sang périphérique par une estimation moyenne du volume
de sang ingéré. Le rendement sporogonique (densité moyenne
des oocystes / densité moyenne des gamétocytes femelles
ingérés) est alors une simple approximation de la réalité qui
permet, toutefois, de faire des comparaisons d’une zone d’étude
a une autre, a condition que la méthodologie soit bien stan-
dardisée.

La valeur épidémiologique de la proportion de moustiques
infectés (avec oocystes) sur sujets infectants dépend du nombre
de moustiques disséqués et de la représentativité de I’échan-
tillon des porteurs de gamétocytes au sein de I’ensemble de ces
porteurs dans la population générale. C’est donc un indicateur
qu’il faut analyser avec un esprit critique. En outre, il ne refléte
que globalement ce qui s’est passé pendant le développement
sporogonique sans donner de détails sur les phases intermé-
diaires.

Dans tous les cas, le rendement du développement sporogo-
nique, tel qu’envisagé ici, ne va pas au-dela de I’oocyste au 7¢
jour apres le gorgement. Cette limitation revient a occulter les
phases suivantes qui concernent le stade sporozoite: forma-
tion dans I’'oocyste agé, libération dans I’hémolymphe, tra-
versée de I'épithélium des glandes salivaires et pénétration
dans le canal salivaire. Dans I'idéal, toutes ces phases devraient
étre quantifiées sous I’aspect du rendement parasitaire. Ceci
a seulement été abordé au laboratoire (voir nombreuses réfé-
rences dans 23) mais, a notre connaissance, n’a pas encore été
abordé sur le terrain dans I'optique quantitative qui nous inté-
resse ici. Il reste donc nombre d’obstacles techniques a la véri-
table évaluation du rendement du développement
sporogonique.

Estimation de I'immunité bloquant
la transmission homme-moustique

Pour expliquer les fluctuations naturelles du développe-
ment sporogonique ou de la transmission homme-mous-
tique, et leurs niveaux différents en fonction du niveau
d’endémie ou des tranches d’age, il faut tenir compte de I'im-
munité bloquant le déroulement du développement sporo-
gonique. Il est admis pour I’instant que cette immunité
naturelle repose principalement sur I’action d’anticorps spé-
cifiques d’antigenes des stades pré-oocystes (gamétocytes,
gametes, zygotes, ookinétes).

La premiére possibilité est de mesurer la réponse de ces anti-
corps comme indicateur de I'immunité anti-transmission.
Mais, d’apres des travaux réalisés au Cameroun, il ne semble
pas exister de corrélation évidente entre taux d’anticorps
Pfs230 ou Pfs48/45 et I'inhibition d’infectivité des gamétocytes
pour le moustique (15, 27). La seconde possibilité est de mesu-
rer le r6le du sérum immun sur I'infectivité des gamétocytes,
par rapport a un sérum témoin non immun.

Différentes méthodologies existent déja et ont été appliquées
sur le terrain, mais la standardisation et le choix des indicateurs
de Iinhibition d’infectivité ne font pas encore I'unanimité.

Méthodologie

Le dosage des anticorps spécifiques

Il est possible de détecter les anticorps spécifiques d’un anti-
géne de gamétocyte (Pfs48/45 ou Pfs230) par la technique
d’ELISA compétition (27) ou d’immunoprécipitation (10).
Avec ’'ELISA compétition, il faut déterminer la derniére dilu-
tion pour laquelle le sérum est encore inhibiteur par rapport
a un témoin négatif, puis d’en calculer le taux géométrique
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moyen (TGM) pour plusieurs sérums et comparer ces TGM
entre groupes d’age, ou zones, ou saisons, selon les modali-
tés habituelles de la séro-épidémiologie. L'immunoprécipita-
tion se préte moins bien a une évaluation quantitative; un
score en 6 classes a été proposé (10). D’autres tests sérolo-
giques complémentaires sont en cours de mise au point pour
améliorer la concordance entre les taux d’anticorps anti-stades
sexués et I'inhibition de I'infection chez le moustique.

L’infection expérimentale avec changement de sérum

La méthodologie repose sur deux techniques: le “Standard
Membrane Feeding Assay” (SMFA) (12) ou le “Direct Mem-
brane Feeding Assay” (DMFA) (16).

Le premier test utilise des gamétocytes infectants de P. fal -
ciparum, obtenus en culture. Par I'intermédiaire d’un gor-
gement expérimental sur membrane, deux lots de moustiques
d’élevage ingerent ces gamétocytes en présence soit du sérum
a tester soit d’un sérum témoin négatif non immun. Ce test
a été soigneusement standardisé et procure des résultats
reproductibles (20).

Le principe du DMFA est différent: des moustiques d’éle-
vage sont infectés avec les globules rouges parasités d’un por-
teur de gamétocytes, en présence du plasma autologue du
porteur, ou en substituant ce plasma par un sérum témoin
non immun de groupe sanguin AB (16). Ce test est applicable
dans un laboratoire modestement équipé et est peu coteux.
Avec ces deux tests, I'infection du moustique est jugée soit
en fonction de la proportion de moustiques infectés, soit en
fonction du nombre moyen d’oocystes, 7 jours aprés le gor-
gement. Différents indicateurs de I'inhibition ont été propo-
sés: (i) le taux de réduction qui est I'indicateur privilégié du
SMFA (12) et (ii) un rapport des densités oocystiques ou des
prévalences de moustiques infectés entre sérum test et sérum
non immun. Un rapport inférieur a 1, ou mieux, une différence
significative entre les pourcentages de moustiques infectés
peuvent refléter une inhibition sérique probable. Toutefois, un
indicateur unanimement accepté du niveau d’immunité blo-
quant la transmission dans une population reste a définir. I
pourrait étre la proportion de sujets “inhibiteurs” dans cette
population. On peut aussi estimer le role des facteurs sériques
sur le rendement global oocystes/gamétocytes ingérés (voir ci-
avant). Plus ce réle est important, plus I'immunité naturelle
anti-transmission pourrait jouer un réle épidémiologique.

Les limites

Le protocole utilisant des gamétocytes de culture (SMFA)
permet de tester tous les sérums, qu’ils soient de porteurs de
gamétocytes ou non. Par contre, il n’est réalisable que dans les
rares laboratoires capables de maintenir en culture des gamé-
tocytes infectants de P. falciparum. En outre, il codte fort cher
et ne peut étre réalisé en grandes séries.

Le test DMFA utilisant des gamétocytes frais d’un porteur de
gamétocytes ne permet d’étudier que des porteurs de gamé-
tocytes a forte gamétocytémie. Les plus faibles gamétocyté-
mies sont inutilisables dans ce test, car elles entrainent un tres
faible pourcentage de moustiques infectés, qui empéche les
comparaisons entre sérum autologue et sérum témoin. Aussi
les faibles gamétocytémies sont-elles habituellement exclues
en pratique de ce genre d’étude, ce qui est regrettable puisque
les faibles gamétocytémies sont, de loin, les plus nombreuses.
La définition d’un sujet “inhibiteur” reste discutée. On ne
sait pas encore si les indicateurs proposeés et leur seuil de posi-
tivité représentent une réalité épidémiologique, et il nous
semble essentiel que de futures recherches documentent cette
question.
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1l existe une certaine variabilité des résultats d’inhibition d’une
cellule de gorgement a I'autre et peut-étre d’un test a I'autre,
au moins pour le DMFA, dont la reproductibilité n’a pas
encore été validée. La valeur du test de comparaison des sérums
et du taux de sujets “inhibiteurs” va donc dépendre du nombre
de moustiques disséqués et des caractéristiques des cellules
de gorgement utilisées pour chaque test. Il est important de
standardiser la méthodologie pour permettre des comparai-
sons et il faut rester prudent dans I’analyse des résultats,
notamment ceux basés sur un faible nombre de moustiques dis-
séqués (21).

Conclusion

epuis les travaux de Ross et de Grassi, de trés nom-

breux épidémiologistes tentent d’appréhender les diffé-
rentes phases du développement parasitaire et d’en modéliser
les interactions, afin de pouvoir prévoir I'efficacité de cer-
taines mesures de lutte sur un des maillons fragiles du cycle
de transmission. Pour I'instant c’est, de loin, la transmission
moustique-homme et I'infection chez le réservoir humain qui
ont fait I’objet des plus nombreuses recherches. Une attention
croissante se porte sur les événements des phases de trans-
mission de I’homme au moustique et du développement spo-
rogonique. Beaucoup de travail reste encore a faire, mais nul
doute que s’ouvre un champ d’investigation original pour les
paludologues.
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