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REVUE GENERALE 

INTERET DE L’UTILISATION DES OUTILS DE BIOLOGIE 
MOLECULAIRE DANS L‘ETUDE DE LA TRANSMISSION 
DU PALUDISME : L’EXEMPLE DES PROGRAMMES 
CONDUITS AU SENEGAL 

D. FONTENILLE, M. DIATTA, LKONATE, L. LOCHOUARN, J.-J. LEMASSON, N. DIAGNE, 
J.-E MOLEZ, C. ROGIER, J.-F. TRAPE, O. FAYE 
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RESUME - Certaines informations sur la transmission du 
paludisme, jusqu’à présent difficiles à obtenir, peuvent 
maintenant l’être @&ce B l’utilisation des outik de biologie 
moléculaire, en particulier la PCR. Au Sénégal, nous 
utilisons cet outil pour résoudre deux types de pro- 
blèmes : 
- L’identification des espèces du complexe Anoplieles 
gainbiae : l’intérêt majeur de la technique PCR par rap- 
port aux autres méthodes de diagnostic (cytogénétique, 
sondes ADN, etc.) est l’identification rapide de tous les ano- 
phèles capturés, et ce seulement à partir de l’ADN 
contenu dans les pattes. Le reste du moustique est utilisé 
pour la recherche de l’antigène CSP et la détermina- 
tion des repas de sang. Ces données permettent de pré- 
ciser la r6partition, les cycles, les préférences trophiques 
2 t  le rôle vecteur respectif d’A~iopheles gambiae, d’A110- 
?¡zeles arabiensis et d’Aiiopheles inelas. 
- L’identification de l’individu piqué dans un repas de sang 
3e moustique : l’objectif est d’évaluer les facteurs d’attrac- 
iion d’un individu pour un anophèle (poids, âge, sexe, loca- 
lisation dans un village, etc.). Un typage génétique est 
réalisé B partir de l’ADN des leucocytes des habitants 
et des leucocytes contenus dans les repas sanguins des mous- 
tiques capturés parmi la faune résiduelle des chambres. 
Grâce au polymorphisme élevé de trois séquences conte- 
nant des marqueurs microsatellites (AAAG)n, nous espé- 
rons pouvoir rattacher chaque repas de sang à un indi- 
vidu. L’analyse statistique permettra d’identifier les 
facteurs d’attraction et de définir de façon plus proche de 
la réaJité le taux moyen d’inoculation pour chaque groupe 
l’individus que les classiques captures sur homme adulte 
volontaire. 

MOTS-CLES - Anopheles gambiae, paludisme, PCR, 
Sénégal. 
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THE USE OF MOLECULAR TOOLS FOR THE STUDY 
OF MALARIA TRANSMISSION. THE EXAMPLE OF 
RESEARCH PROGRAMMES CARRIED OUT IN 
SENEGAL. 

ABSTRACT - Some informations about malaria trans- 
mission, which has until nox difficult to get, can be obtai- 
ned thanks to the use of molecular biology tools, PCR 
mainly. In Senegal, we use that technique to solve two kinds 
of problems : 
- Identification of species of tne Anopheles gainbiae com- 
plex : PCR technique is useful compared to other diagnostic 
methods (chromosome pattern, DNA probes, etc.) because 
it enables quickly and simply identification of captured 
anopheles from the DNA contained in their legs. The 
rest of the mosquito is tested by circumsporozoite protein 
antigen ELISA and blood meal ELISA. The data obtai- 
ned are used to determine distribution, cycles, trophic pre- 
ferences and comparative vectorial capacities of Ano- 
pheles gainbiae, Anopheles arabiensis and Airoplieles 
melas. 
- Identification in a mosquito blood meal of the individual 
bitten : we propose to evaluate factors (weight, age, sex, 
location of bedroom, etc.) which could explain why indi- 
viduals are more, or less, bitten by a Plasinodiurn vector. 
Genetic typing is used on inhabitants’leukocytes DNA 
and on Ehe leukocyte DNA extracted from the blood 
meal of resting anopheles. Through the high degree of poly- 
morphism of three (AAAG)n microsatellites markers, 
we hope, using PCR, to attribute each blood meal to 
one individual. Statistical analysis will be used to identify 
attractivity factors and to determine more precisely the 
inoculation rates for each group rather than the classical 
rate calculated with male adults volunteers. 

KEY WORDS - Anoplzeles garnbiae, malaria, PCR, Sene- 
gal. 

Depuis quelques années, des outils de biologie 
moléculaire simples, tels que la PCR (réaction de poly- 
mérisation en chaîne), sont disponibles pour compléter 
les outils de l’entomologiste et l’aider à mieux com- 
prendre la transmission du paludisme par les anophèles. 

Au Sénégal nous utilisons la PCR pour identifier 
les espèces du complexe Anoplzeles gambine et tâcher 
d’identifier le ou les individus piqués par un moustique 
donné. 
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~DENTIFICATION DES ESPECES DU COMPLEXE 
ANOPHELES GAMBlAE 

I 

Intérêt de l’utilisation de la PCR 

Les anophèles du complexe Anopheles gainbiae 
nt, avec Arzopheles fiinestlu, les vecteurs majeurs du 

me en Afrique. Trois esphces de ce complexe ont 
lées au Sénégal : Anopheles arabiensis, Ano- 
mbiae et Anopheles nzelas. 
détermination précise de l’espèce ne peut pas être 

te morphologiquement. Les principales méthodes uti- 
t l’étude cytogénétique des chromosomes (I), l’ana- 

nzymes (2), l’analyse des hydrocarbones cuti- 
, les sondes ADN (4) et depuis peu la technique 
). Quatre amorces de 20 nucléotides distin- 

nt des différences spécifiques d’espèces dans les 
ences d’espacement non traduites des gènes riboso- 

maux très répétés (Ribosomal DNA intergaric spacers) sont 
utilisées (6) (Fig. 1). 
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Figure I - Empheinent des amorces diagnostiques d’Anopheles 
gambiae, d’Anopheles arabiensis et d’hnopheles melas 
(d’après SCOTT et coll.). 

Une ou plusieurs pattes sont broyées et le DNA 
extrait est ajouté au milieu réactionnel contenant le tam- 
pon de réaction, des d ” s  , les amorces, la Taq polymémse. 
L’amplification se fait selon les conditions suivantes : 5 
minutes à 94°C suivies par 30 cycles (dénaturation pen- 
dant 1 minute à 94”C, hybridation pendant 50 secondes à 
50°C et élongation à 72°C pendant 50 secondes) et 5 
minutes à 72°C. Les échantillons amplifiés subissent une 
électrophorèse sur gel d‘agarose. La taille des fragments 
obtenus est respectivement de 315, 390 et 464 paires de 
bases pour Anopheles arabiensis, Anopheles gambiae et 
Anopheles melas. 

L’intérêt majeur de la technique PCR est l’identi- 
fication de tous les anophèles du complexe gambine cap-. 
turés, et ce seulement à partir des pattes, contrairement à 
l’étude cytogénétique qui nécessite d’avoir des femelles 
semi-gravides et une grande expérience pour l’interprétation 
(7). Le reste du moustique est utilisé pour la recherche par 
ELISA de l’antigène cimmporozoite protein (CSP) et l’ana- 
lyse par ELISA des repas sanguins. Pour la PCR, le 
moustique est conservé simplement dans un tube avec 
un dessiccateur. La technique est simple mais encore 
onéreuse, 2 US$ par moustique, et elle nécessite un maté- 
riel adapté (Thermocycler, matériel d’électrophorèse). 

La PCR alliée aux autres techniques classiques 
de l’entomologie médicale (dissection, ELISA) permet 
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de préciser quels vecteurs transmettent quels Plasmo- 
dium, où, quand et à quel taux ils transmettent. La tech- 
nique PCR pour Anopheles gambiae est maintenant utilisée 
en routine pour l’ensemble des études entomologiques 
réalisées au Sénégal, sur les anophèles capturés sur homme 
et dans les faunes résiduelles. L’exemple choisi pour 
illustrer l’intérêt de la technique concerne les études réa- 
lisées à Dielmo dans le Sine Saloum. 

L’exemple de la transmission Dielmo 

La détermination par PCR des anophèles membres 
du complexe Anopheles gnmbiae permet de connaître la 
part respective de chaque espèce dans les captures selon 
le lieu, la inéthode de capture et la période de l’année. Ainsi 
à DieImo Anopheles arabiensis a été beaucoup plus cap- 
turé en 1993-1994 que l’année pricédente (Fig. 2). 

2000 An. arabiensis 
1500 An. gambiae 

I I 

O 
Avril 1592”s 1993 Avril 1993”s 1994 

Figure 2 - Nombre de moristiques d’espèces vectrices captu- 
rés par an (144 hommeslnuits) sur hoinrne à Dielino. 

Anopheles gainbiae est proportionnellement plus 
représenté dans les captures de la faune résiduelle que 
dans les captures sur homme (Fig. 3). 
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Figure 3 - Proportins des espèces du complexe Anopheles gam- 
biae en fonction de la méthode et du lieu de capture. 

Or les enquêtes utilisant la méthode cytogénétique 
étudient généralement la population endophile alors que 
les données, sur la transmission sont plutôt obtenues à 
partir des captures sur homme. Si Anopheles gambiae 



est un meilleur vecteur qu’Anopheles arabiensis, on risque 
donc de surestimer la transmission en ne s’intéressant 
qu’aux échantillons de la faune résiduelle. Les diffé- 
rences parmi les espèces du complexe Anoplieles gainbine 
sont encore plus nettes si on analyse les variations au 
cours du temps (Fig. 4). 
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Figure 4 - Nombre de piqiires par hoinme par nuit à Dielrno 
selon le mois pour Anopheles gambiae, Anopheles arabien- 
sis et Anopheles funestus. 

La proportion relative d’Anoplzeles gainbiae est 
plus élevée en saison des pluies qu’en saison sèche (53 % 
en août-septembre 1992 et 27 % en août-septembre 1993, 
contre 4 %Y en janvier-février 1993 et 16 % en janvier-février 
1994). La PCR associée à l’analyse des repas sanguins par 
ELISA a également permis de préciser les préférences 
trophiques des vecteurs : en 1992-1993 à Dielmo, le taux 
d’anthropophilie des Anopfieles gainbiae capturés dans 
les chambres était de 74 %, celui d’Anopheles arabieizsis 
de 70 % et celui d’rlizoplzelesfiiizestus de 86 %. Cette 
technique permet de connaître les cycles annuels d’agres- 
sivité pour chaque espèce (Fig. 4). Les pics d’abondance 
d‘Anopheles fiinestus, d’Anopheles arabiensis se succèdent 
au cours du temps. A Dielmo, Anophelesfiiizestiis a été 
l’espèce dominante en 1992-1993, alors que c’était Ano- 
pheles arabiensis en 1993-1994. Cependant, l’observation 
du taux d’agressivité n’est pas une donnée suffisante 
pour évaluer la transmission : seul le taux d’inoculation entc- 
mologique calculé à partir de l’agressivité et de l’indice spo- 
rozoïtique permet de déterminer la part prise par chaque 
espèce dans la transmission. Ainsi en 1992-1993, Anopheles 
fiinestus qui était abondant et qui présentait un indice 
sporozoïtique de 3,O % a assuré l’essentiel de la transmission 
toute l’année. Parmi les espèces du complexe Anopheles 
gainbiae, Anopheles ambiensis bien que légèrement plus 
abondant, mais avec un indice sporozoïtique de 0,7 %, a 
joué un rôle moindre dans la transmission qu’Anoplzeles 
gatrzbiae qui avait un indice sporozoïtique de 2,9 %. 
Inversement, en 1993-1994 la transmission a été assu- 
rée essentiellement par Anopheles arabiensis en raison 
de sa très grande abondance par rapport aux autres vecteurs. 

IDENTIFICATION DE L‘INDIVIDU PIQUE 
DANS UN REPAS DE SANG DE MOUSTIQUE 

On sait que chaque individu n’est pas piqué de 
façon équivalente par les anophèles vecteurs de Plnsnzo- 
&ni (8). Les enfants, en particulier, semblent moins 

piqués que les adultes (9, lo). o r  le développement de 
I’irnmunité est lié au nombre de piqûres infectantes que q o i t  
un individu. De plus, en zone d’holo-endémicité, on n’a 
pas encore estimé précisément l’impact des piqûres infee- 
tantes sur la parasitémie, la survenue d’accès palustres 
et les réponses immunitaires, selon les classes d’âge. 
Chez les enfants en particulier on ne connaît pas la pro- 
portion de piqûres infectantes qui aboutit à une parasité- 
mie et/ou à un accès palustre. Dans les études classiques 
de mesure de la transmission, le nombre moyen de piqûres 
‘infectantes par homme par période de temps (nuit, mois 
ou année) est toujours calculé à partir de captures sur 
adultes, généralement des hommes volontaires. Seule la déter- 
mination du nombre de piqûres reçues au niveau indivi- 
duel peut permeme de contourner ce biais important et d‘es& 
mer plus précisément les effets parasitologiques, cliniques 
et immunologiques des piqûres infectantes. Les premières 
études sur ce sujet avaient utilisé le polymorphisme très 
limité des groupes sanguins (1 1). Depuis peu, grâce aux 
progrès de la biologie moléculaire, il est possible de 
retrouver B partir de I’éhtde par PCR de gènes microsatellites 
de l’ADN des leucocytes contenus dans le repas de sang, 
l’individu qui a été piqué (12, 13, 14). 

Notre étude, qui n’en est qu’à son début, se propose 
d’identifier les facteurs influençant l’agressivité des vec- 
teurs de Pl~ianodiiuiz selon les individus (poids, âge, sur- 
face corporelle, sexe, nature de l’habitation, localisation, 
dans le village, etc). Une <<carte génétique,, individuelle est 
réalisée, en même temps iì partir de l’ADN des leuco- 
cytes des habitants et des leucocytes humains contenus dans 

5‘ Chromosome 20 3‘ 

Locus 236 Locus 242 --- - - - *  
a a 

LOO - 

Figure 5 - Exemple d’ideritifcation de l’individu piqzié dans 
un repas de sang de moustique. 
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les repas de sang de moustiques gorgés capturés dans la 
faune résiduelle des chambres. Grâce au polymorphisme 
elevé de trois séquences contenant des marqueurs micro- 

(AAAG)n situés sur le chromosome 20 (15), 
espérons, par PCR et comparaison des profils élec- 

Dophorétiques obtenus, pouvoir rattacher chaque repas 
de sang à un individu (Fig. 5). 

1,'analvse statistique devrait permettre d'identi- - -  I 

fier les facteurs d'attractivité et de définir de façon beau- 
coup plus proche de la réalité le taux moyen d'inoculation 
pour chaque groupe d'individus que ne le permettent les 
classiques captures sur homme adulte volontaire. 

CONCLUSION 

L'utilisation des techniques PCR dans l'évalua- 
tion de la transmission du paludisme, en complément des 
méthodes plus classiques, permet de répondre à des ques- 
tions jusqu'alors sans réponse. Ces techniques ne sont 
pas un but en soi, mais un outil supplémentaire pouvant être 
utilisé dans la plupart des pays du Sud. Si le coût en est 
encore relativement élevé, la méthodologie est généralement 
simple et les informations attendues considérables. 
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