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RESUME
Titre : Etude de la dynamique entomologique de la transmission de Wuchereria bancrofti, dans
la région du Centre-Est, Burkina Faso.

La filariose lymphatique (FL) encore appelée éléphantiasis, est 'une des maladies
tropicales négligées graves en voie d’élimination au Burkina Faso aprés la mise en place d’une
distribution a base communautaire de I’ivermectine et de 1’albendazole. Il s’agit actuellement de
la surveillance et du monitoring de cette campagne de lutte.

Notre étude entomologique faite en aolt 2014 et septembre 2015 dans la région du
Centre-Est sur 3 sites sentinelles (Rengha, Tangonko et Tensobtenga) consistait & évaluer la
transmission de la filariose lymphatique et d’étudier les indicateurs entomologiques associés. A
cet effet, deux méthodes de collectes des moustiques (capture sur homme et récolte de la faune
résiduelle par pulvérisation intra domiciliaire) ont été utilisées. Les vecteurs ont été identifiés
morphologiquement et les spécimens d 'An. gambiae s.I par PCR. L’origine du repas de sang a
été¢ déterminée par analyse ELISA et le taux d’infection par PCR. Le calcul de I’indice
microfilarien a été fait par la méthode de poolscreen.

Nos résultats ont montré que la Capture Sur Homme était productive par rapport a la
collecte de la faune résiduelle avec une nette prédominance d’An. gambiae s.l. Les PCR
diagnostiques ont montré qu’An. coluzzii et An. gambiae étaient les principales espéces infectées
par W. bancrofti avec une forte agressivité (82,3%) et une anthropophilie élevée (84,57%). Le
taux d’infection des vecteurs était nul en 2014. Par contre, en 2015, nous avons trouvé 1 pool
positif sur 10 testés a Tensobtenga, soit une prévalence globale de 0,16 % IC [0,005-0,861]. Une
forte fréquence du géne kdr LI0I4F a été observée a plus de 80% pour An. coluzzii et An.
gambiae pouvant compromettre |’efficacité de I'utilisation des MILDA.

Cette étude témoigne de I’importance d’associer les études entomologiques aux études
parasitologiques pour comprendre 1’épidémiologie de la filariose lymphatique et surtout pour la

surveillance et les décisions d’arrét du traitement de masse.

Mots clés : Filariose lymphatique, Xénosurveillance, An. gambiae s.1., W. bancrofti, Centre-Est,

Burkina Faso.



ABSTRACT

Title: A Study of the entomological dynamics of Wuchereria bancrofti transmission in East
Central Burkina Faso.

Lymphatic filariasis (LF), also known as elephantiasis, is one of the major neglected
tropical diseases being eliminated in Burkina Faso after the establishment of a community-based
distribution of ivermectin and albendazole. This current survey is about the supervision and
monitoring of this campaign.

Our entomological study in August 2014 and September 2015 in the Central East Area in

3 test sites (Rengha, Tangonko and Tensobtenga) was to evaluate the transmission of the
lymphatic filariasis and study the related entomological indicators.
To this end, two mosquito collection methods were used: (Human landing collection and
pyrethrum spray sheet collection). The vectors were identified morphologically as well for An.
gambiae s.l. specimens by PCR. The origin of the blood meal was determined by ELISA Test
and the infection rate by PCR. The calculation of the microfilaria index was done by the
Poolscreen method.

Our results showed that the capture on man was productive as regard to the collection of
waste wildlife with a clear predominance of An. gambiae s.I. The PCR diagnostics showed that
An. coluzzii and An. gambiae were the main sub species infested by bancroftian with strong
aggressiveness (82.3%) and high cannibalism (84.57%). The vectors infection rate was zero in
2014. On the other hand, in 2015, we found one positive pole of 10 tested in Tensobtenga, so a
prevalence of 0,16 % IC [0,005-0,861]. A high frequency of the kdr L1014F gene was observed
in over 80% for An. coluzzii and An. gambiae which could compromise the effectiveness of the
use of Long Lasting Insecticide-treated nets.

This study demonstrates the importance of associating entomological studies with
parasitological studies to understand the epidemiology of lymphatic filariasis and especially for
its monitoring and the decisions to stop was treatment.

Keywords: Lymphatic filariasis, Xenomonitoring, An. gambiae s. I, bancroftian, Centre-East,

Burkina Faso.



INTRODUCTION




I. INTRODUCTION

La filariose lymphatique (FL) est due & une infection par des nématodes (vers ronds) de la
famille des Filariidae dont 3 espéces sont responsables de la pathologie chez 1’Homme.
Wuchereria bancrofti, qui est responsable de 90% des cas, est surtout repandue en Afrique. Les
autres especes, Brugia malayi et B. timori, qui sont a |’origine de la plupart des cas restants, sont
repandues en Asie du Sud-Est et dans les {les Pacifiques. Le parasite est transmis a 'Homme par
différentes espéces de moustiques, dont celles des genres Culex et Aedes pour I’espéce W.b.
pacifica, largement répandues dans les zones urbaines et semi-urbaines; Anopheles pour I’espéce
W. bancrofii, essentiellement présente dans les zones rurales, et du genre Mansonia pour Brugia
sp (1,2).

Les microfilaires vivent dans le sang avec une périodicité nocturne (W. bancrofti et B.
malayi) ou subpériodique diurne (W. b. pacifica). La pathogénie des manifestations cliniques est
d’ordre mécanique (obstruction des voies lymphatiques aboutissant a I’hydrocéle et
I’éléphantiasis), et d’ordre immunologique (réactions inflammatoires). Les vers adultes logent
dans le syst¢éme lymphatique et perturbent le systéme circulatoire. Ils ont une longévité de 6 a 8
ans et, au cours de leur vie, produisent des millions de microfilaires qui circulent dans le sang.
En Afrique de I’Ouest, le vecteur majeur de W. bancrofii, espéce parasitaire présente au Burkina
Faso, est Anopheles gambiae s.1. et secondairement An. funestus (3,4).

La FL encore appelée éléphantiasis, est classée parmi les maladies tropicales graves mais
négligées (MTN : Maladies Tropicales Négligées). Actuellement, plus de 1,4 milliard de
personnes dans 73 pays dont le Burkina Faso sont menacées par la maladie. Généralement
contractée dans ’enfance, cette infection provoque des dommages non apparents dans le systéme
lymphatique. Les manifestations visibles, douloureuses et gravement défigurantes de la maladie,
a savoir le lymphcedéme, 1’éléphantiasis et la tuméfaction du scrotum, n’apparaissent que plus
tard dans la vie entrainant des incapacités permanentes. Les sujets atteints ne souffrent pas
uniquement d’incapacités physiques; ils sont également touchés par des troubles mentaux, des
problémes sociaux et financiers, qui sont autant des causes de stigmatisation et de pauvreté dont
les pertes économiques sont estimées a environ 30% du revenu annuel par personne malade (5).
Ainsi, depuis 2000, ’'OMS demande de réduire les incapacités causées par la filariose
lymphatique. C'est le 2° élément de la stratégie du programme mondial pour I’élimination des
filarioses lymphatiques (6).

On estime que, dans le monde, 25 millions d’hommes sont atteints de maladies génitales et
que plus de 15 millions de personnes souffrent de lymphcedéme. Cette situation préoccupante

fait que 1’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) considére cette affection comme ’une des
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négligées et a mis en place, depuis 2000 un programme mondial pour son élimination (7,8).
Ainsi, la résolution WHAS50.29 de I’Assemblée Mondiale de la Santé adoptée en mai 1997 a
appelé instamment les Etats membres a éliminer la filariose lymphatique en tant que probléme de
sant¢ publique d’ici 2020.

Au Burkina Faso, une cartographie de la FL réalisée en 2000 a montré que tous les districts
sanitaires étaient endémiques. On estime que 100% de la population est a risque avec 182 000
cas d’hydrocéles et 87 000 lymphceedémes (9,10). La prévalence nationale variait de 2 a 74%
selon les districts en 2000, avec une prévalence moyenne de 29% (11). Ces constats ont nécessité
la mise en place d’un Programme National pour ’Elimination de la Filariose Lymphatique en
2001 (PNEFL) par le Ministére de la Santé en collaboration avec les partenaires techniques et
financiers. Les principales stratégies du programme sont la mise en place de traitements de
masse (TDM) a I’ivermectine et I’albendazole, pour une période de S ans ou plus, afin de réduire
la prévalence de la microfilarémie & un taux inférieur a 1% et la surveillance de Iefficacité du
TDM. Selon les données de 2013, des résultats probants ont été obtenus et I’ensemble du
territoire national a €té couvert avec un taux de couverture thérapeutique (CT) de plus de 80%
dans la population cible et chaque district sanitaire a fait au moins 5 tours de traitement (12).

Au Burkina Faso, pour estimer l'impact des stratégies d'élimination, on utilise la
surveillance parasitologique sur des prélevements nocturnes et chez les enfants d’age compris
entre 5 & 15 ans pour calculer la prévalence et la charge microfilarienne. Une des insuffisances
dans les activités pour I'élimination de la FL est l'absence de données sur la surveillance
entomologique. Selon I’'OMS, I’un des critéres essentiels dans 1’arrét du TDM est la mesure du
taux d’infection des vecteurs. Ce parametre doit étre inférieur & 1% dans les localités ayant plus
de 6 tours de TDM (9). La surveillance entomologique permettrait d’expliquer les échecs du
programme dans certaines localités. En effet, elle permet d’étudier les caractéristiques des
vecteurs et de dégager des stratégies pour une lutte plus efficace. Nous nous proposons donc
d’évaluer la transmission entomologique de la filariose lymphatique au Centre-Est, du Burkina

Faso et d’étudier les facteurs entomologiques associ¢s.
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II. GENERALITES
IL.1. Définition

Les filaires lymphatiques sont des métazoaires triploblastiques a larves sanguicoles
appartenant au phylum des Nematoda, a la famille des Filariidee et aux genres Wuchereria et
Brugia (13). Elles sont responsables d’une parasitose nommée filariose lymphatique
communément appelée €léphantiasis qui est considérée comme une maladie tropicale négligée
(MIN). La filariose lymphatique humaine est une parasitose du systéme lymphatique de
’'Homme. Elle est transmise a I’Homme par la piqfire infestante des arthropodes de la famille
des Culicidae. Les filarioses lymphatiques sont trés largement répandues dans les zones
intertropicales et subtropicales avec une incidence globale plus asiatique qu’africaine (14). En
Afrique, la filariose lymphatique est principalement due au parasitisme des vaisseaux

lymphatiques par Wuchereria bancrofii.

I1.2. Historique

Les premiéres microfilaires de Wuchereria ban crofti autrefois connues sous les noms
Filaria sanguinis hominis, Filaria bancrofti, Filaria nocturna furent observées a Paris en 1863
par DEMARQUAY (chirurgien) dans le liquide d’hydrocéle d’un Cubain (14,15).
- WUCHERER (1866), au Brésil, isole les microfilaires d’une chylurie.
- En 1876-1877, en Australie, un Médecin Anglais Bancroft mettait en évidence des filaires
femelles adultes dans une lésion lymphatique du bras ; ces vers ont été aprés décrits par
COBBOLD sous le nom de Filaria bancrofti (16,17).
- C’est la premiére maladie reconnue a transmission vectorielle en 1878 par Sir Patrick
MANSON.
- La microfilaire de Brugia malayi (Wuchereria malayi), espéce orientale, fut décrite par Brug en

1927 et I’adulte fut décrite par Rao et Maplestone en 1940 (16,18).

I1.3. Agent pathogéne

Les vers adultes ou macrofilaires sont ronds, filiformes avec des téguments lisses et blancs
opalescents. IIs vivent dans le systéme lymphatique. Le male est long d’environ 40 mm sur 0,1
mm de large alors que la femelle a de 10 & 20 cm de long pour un diamétre de 0,24 a 30 mm. Les
femelles émettent dans la lymphe des embryons ou microfilaires qui passent ensuite dans le sang
(6).

Ces microfilaires munies d’une gaine, mesurent 300 pm de long sur 8 um de large. Elles
sont présentes dans le sang périphérique avec une certaine périodicité:
- périodicité nocturne (22h-02h du matin) pour Wuchereria bancroffti;

- absence de périodicité pour la variété pacifica:



Figure 1: Microfilaire de W.bancrofti colorée au MGG (source : OMS, 2010)

IL.4. Cycle biologique du parasite
Le cycle du parasite est hétéroxene :
- une phase sexuée, se déroulant chez [’hote définitif (€tre humain).

- une phase asexuée qui se déroule chez I’héte intermédiaire (moustiques femelles).

I1.4.1. Chez ’hote définitif (Homme):

L’Homme est infesté par des piqlires de moustiques femelles abritant les larves infectantes
au stade L3. L’anoph¢le femelle inf ectée en piquant un sujet sain et sous la pression des
microfilaires, la trompe éclate, sa partie moyenne s’infléchie, les microfilaires métacycliques
sans leur gaine sont déposées sur la peau dans la plaie. Les larves pénétrent activement dans la
peau, gagnent les espaces lymphatiques et se logent en amont des ganglions. Arrivée a la
maturité sexuelle, la femelle vivipare expulse des embryons ou microfilaires. Ces microfilaires
sont entrainées par la lymphe et se concentrent dans le sang circulant ou elles peuvent vivre
environ 3 mois. Elles deviennent adultes en 3 mois aprés 2 mues. Le jour, les microfilaires se
cachent dans le systeme artériel profond, essentiellement au niveau des artérioles pulmonaires,

du cceur gauche et de 'aorte.

I1.4.2. Chez I’héte intermédiaire (anophéle femelle) :

Le moustique femelle hématophage absorbe lors de son repas sanguin les microfilaires
(mf) de Wuchereria bancrofti entre 22h et 02h chez un sujet infesté. Certaines microfilaires
ingérées perdent leur gaine dans 1’estomac du moustique, traversent Ja paroi stomacale et passent
dans la cavité générale. Elles évoluent vers le stade L1 en 5 a 6 jours. Du stade L1, elles passent

au stade intermédiaire L2. Quelques jours aprés, une autre mue s'effectue donnant ainsi le stade



L3 (infectant). Les larves sont alors trés mobiles, longues et fines. L’ensemble du cycle dure en

moyenne un peu moins de quinze jours a 25°C-30°C.

Cycle bialogique de Wochereria bancrotti
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Figure 2: Cycle biologique de Wuchereria bancrofii; modifié¢ de Thérése Duriez, source : Lucien
Dujardin, Daniel Alfchain, 2002

I1.5. Les vecteurs

Les vecteurs responsables de la transmission des microfilaires de W. bancrofti sont des
moustiques (hotes intermédiaires) en I’occurrence des genres Anopheles et Culex.

Anopheles gambiae et An. funestus, sont les principaux vecteurs de W. bancrofti en
Afrique de I’Ouest. Ils peuvent aussi transmettre d’autres agents pathogénes comme Plasmodium
sp.

Seule l'intervention d’un vecteur assure sa transmission d’un individu & un autre

L’homme est infesté par des piqlires de moustiques femelles abritant les larves infectantes.



I1.6. Cycle du développement des Anopheles
Le cycle biologique des anopheles comprend deux phases :

» Une phase aquatique pour les stades préimaginaux ou immatures: ceuf, larves (avec 4
stades larvaires entrecoupés chacun d’une mue) et nymphe.

» Une phase aérienne pour le stade adulte ou imaginal, avec des méles et des femelles.
C’est la période de reproduction et de dispersion.

Chaque espéce de moustique semble posséder, dans des conditions climatiques

déterminées, un cycle d'activité qui lui est propre. Chez le genre Anopheles, la durée du stade
larvaire est d'environ sept jours (si les conditions extérieures sont favorables : qualité¢ de ['eau,

température et nourriture essentiellement). Les adultes vivent selon les conditions et les especes,
de 15 a 30 jours (19).
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Figure 3: Cycle biologique des anophéles
I1.7. Répartition géographique
Les filarioses lymphatiques sont endémiques et représentent un probléme de santé publique

dans 80 pays, répartis essentiellement dans trois régions du monde. La maladie est répandue

surtout en Asie (sous-continent indien et Asie du Sud), en Afrique, dans les fles du Pacifique et



I’infection filarienne par région, 52, 3% des cas mondiaux ont été recensés en Asie du Sud-Est,
42,2% en Afrique, 4,8% dans le Pacifique oriental, 0,4% en Amérique, 0,3% en Méditerranée
orientale. L’ Afrique noire est infectée par . bancrofii, du Sénégal a I’Ouest, jusqu’a la Somalie
et au Mozambique a I’Est, en s’étendant également aux iles proches de I’Océan Indien (6,20).

En Afrique de Est, W. bancrofti est toujours bien implanté dans les régions cotieres du
Kenya, du Mozambique, le long du fleuve Zambéze et autour des Grands lacs. En Egypte les
foyers se localisent dans la région du Delta du Nil.

En Afrique centrale, W. bancrofii sévit encore dans le Nord et 1’Ouest de la République
Démocratique du Congo et dans le Nord du Cameroun.

En Afrique de I’Ouest, la filariose lymphatique se rencontre surtout dans les régions
cotires, en zone de forét mais aussi de savane notamment au Ghana, au Togo, au Bénin, au
Burkina Faso et au Nigéria (20,21).

Au Burkina Faso, une cartographie de la filariose lymphatique a été réalisée en 2000 et a
révélé que toutes les régions du pays sont endémiques avec une prédominance particuliére dans
les régions sanitaires du Sud-Ouest, du Centre-Est, du Centre-Sud et de I’Est (14,22). Jusqu’en
fin 2010 tous les districts sanitaires du pays étaient considérés endémiques bien que certains
aient été éligibles a I’arrét du traitement a ’albendazole et I’ivermectine. C’est le cas des districts
sanitaires de Dandé, D6, Houndé, Dafra, Karangasso-Vigué et Léna qui sont en arrét de TDM et

qui sont désormais sous surveillance active (14).
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I1.7. Xénosurveillance de la filariose lymphatique

C’est dans la Région des Amériques que la technique entomologique de la
xénosurveillance a été mise au point et testée au cours de la derniére décennie. Elle fait
maintenant partie de la boite & outils utilisée pour surveiller Culex quinquefasciatus (9). Par
exemple, une enquéte entomologique qui a été réalisée a Limbé en Haiti montrait sur 100 Culex
quinquefasciatus femelles disséquées : 20 présentaient des larves L1 en saucisse ou des L2 dans
les muscles thoraciques et 4 possédaient des L3 au niveau de la trompe (23). A cela s’ajoute la
xénosurveillance moléculaire (surveillance de la FL chez les moustiques par des méthodes

moléculaires), qui est I’'une des méthodes utilisée pour la Surveillance post-TDM.

11.8. Programme mondial d’élimination de la filariose lymphatique et son application

Les nombreux essais cliniques menés depuis 10 ans ont démontré la remarquable
efficacité sur W. bancrofii et B. malayi de trois médicaments (diéthylcarbamazine, ivermectine et
albendazole), utilisés seuls ou combinés, mais & doses uniques; ces résultats ont conduit en 1992
le groupe spécial international pour I’éradication des maladies a inclure la filariose lymphatique
dans la liste des maladies tropicales négligées dont |’éradication est considérée comme possible
(16,24).

Consciente de I'importance économique, sociale et sanitaire de la filariose lymphatique,
la 50°™ Assemblée mondiale de la santé a adopté, en mai 1997, la Résolution WHAS0.29
appelant & I’élimination de la FL, en tant que probléme de santé publique mondial, d’ici a 2020,
en protégeant 1’ensemble de la population exposée au risque, et cela, a travers une stratégie
comportant deux volets (13,20). Le premier volet vise la prévention primaire des nouveaux cas
par la distribution une fois par an d’une dose unique d’albendazole et d’ivermectine ou de sel
enrichi de citrate de diéthylcarbamazine (DEC) et le deuxieme volet vise la prévention
secondaire et tertiaire de la morbidité associée a la maladie par 1’accés au traitement chirurgical
de ’hydrocéle et & une auto prise en charge du lymphoedéme. Ainsi, la région Afrique de ’'OMS
a lancé le Programme d’élimination de la filariose lymphatique (PEFL) en 2000 (18,25). A
I’instar des pays comme le Ghana, le Nigéria, la Tanzanie, le Togo, le Burkina Faso a lancé son
programme national d’élimination de la filariose lymphatique en 2000 (3). En 2014, parmi les 73
pays ou la FL était considérée comme endémique, 18 avaient progressé jusqu’a la phase de
surveillance et 55 nécessitaient encore un TDM. La couverture dans les pays endémiques a été
de 70,5% (559,3 millions de personnes traitées sur 793,8 millions de personnes & traiter) (6).

Dans la Région Africaine, les 35 pays d’endémie ont enregistré des progrés conséquents,
des campagnes de TDM ont ét¢ menées dans 25 pays, la couverture notifiée a été de 84,3%. Elle

a été de 73,4% a Madagascar. Il n’y a pas eu de TDM aux Comores. Dans la Région de I’ Asie du
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Polynésie francaise (mais pas la Nouvelle-Calédonie), ont mis en ceuvre le TDM avec une
couverture notifiée de 71,5%. Dans la Région des Amériques, 4 pays ont besoin d’un TDM :
Brésil, République Dominicaine, Guyana, Haiti.

I’ importants succés sont enregistrés avec le TDM dans le monde. Dans certains pays
d'endémie, les provinces, qui ont pratiquée 5 & 6 tours de TDM et obtenue une prévalence de la
microfilarémie inférieure & 1%, doivent entrer dans la phase suivante du programme, a savoir la
mise en ceuvre du processus de suivi et d'évaluation visant & déterminer si I'on peut interrompre
le TDM et commencer la surveillance post-TDM. C’est le cas, par exemple, du Togo en Afrique
subsaharienne, du Viet Nam et du Cambodge dans le Mékong-Plus.

Au Burkina Faso, la mise en application du programme a été effective en Septembre
2001, suite aux résultats de ’enquéte de prévalence de 1’antigéne circulant de juin 2000 qui ont
révélé que toutes les régions du Burkina Faso étaient endémiques a la filariose lymphatique, avec
des prévalences variant entre 2 (région des Cascades) et 74% (région du Sud-Ouest). Les
médicaments utilisés sont I’ivermectine et 1’albendazole administrés respectivement en raison de
150 ug/kg et 400 mg par personne. Les malades graves, les enfants ayant un poids inférieur a 15
kg ou une taille inférieure a 90 cm (enfants ayant moins de 5ans), et les femmes enceintes ne
sont pas ¢€ligibles au traitement ivermectine/albendazole. Mais aprés plus de 10 ans de mise en
ceuvre, la FL reste un probléme de santé publique au Burkina Faso dans certaines régions
sanitaires. D’autres actions visant a lutter contre le vecteur et a réduire ’exposition aux piqires
des moustiques doivent étre associées, notamment 1’utilisation des moustiquaires imprégnées
d'insecticides a longue durée d’action (MILDA), la pulvérisation intradomicilaire (PID), la

destruction des gites larvaires et autres mesures d’assainissement.
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II1. OBJECTIFS

IIL.1. Objectif général

Evaluer la transmission de la filariose lymphatique & Wuchereria bancrofti au Centre-Est

du Burkina.

II1.2. Objectifs spécifiques
v’ Identifier les différentes espéces vectrices intervenant dans la transmission de Wuchereria
bancrofti au Centre-Est du Burkina ;
v" Calculer I’indice microfilarien des espéces vectrices ;
v Calculer le taux d’agressivité des vecteurs ;
v" Déterminer les préférences trophiques des vecteurs ;

v' Déterminer la fréquence allélique de la mutation kdr des vecteurs.
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IV. METHODOLOGIE
IV.1. Site d’étude

La région du Centre-Est est composée de trois provinces (Boulgou,Koulpélogo,
Kourittenga), 30 communes dont six communes urbaines (Bitou, Garango, Tenkodogo,
Ouargaye, Koupéla, Pouytenga), et 24 communes rurales avec 676 villages administratifs. La
région couvre une superficie de 14710 km? soit 6,7% du territoire national et est habitée parl 054
955 habitants soit 8,2% de la population nationale en 2006 (26). Le chef-lieu de la région est
Tenkodogo situé¢ a 185 Km de Ouagadougou, la capitale du Burkina Faso, & 105 Km de la
frontiere du Togo et & 78 Km de la frontiére du Ghana. Elle regorge d’un important potentiel de
bas-fonds aménageables pour une amélioration de la production agricole pluviale et de contre
saison. Elle compte environ 197710 ha de cours d’eau et une zone inondable équivalente & prés
de 18,5% de la superficie de la région. Elle compte un Centre Hospitalier Régional, trois Centres
médicaux avec antenne chirurgicale, 102 Centres de santé et de promotion sociale (CSPS), deux
dispensaires, dix formations sanitaires privées, quatre formations sanitaires confessionnelles.
Tous ces villages (Rengha, Tangonko, Tensobtenga) de la région ont recu au moins 6 tours de
traitement de masse d’ivermectine-albendazole de par le passé assurés par le PNMTN.
Cependant ils sont toujours caractérisés par des nombres élevés de cas positifs au- dessus du
seuil mais aucune donnée entomologique n’est disponible pour expliquer la persistance de la FL

dans les dites localités.

RENGHA
[ ]

TENSOBTENGA
[ ]

B
TENKODOGO

TANGONKO
®

\‘3 [: Reégion du Certre- Est

@ Sie détude
B Chef ey de région
D L:mte de ia région du Centre- Est

c 50 10¢ Km
I —

SQURCE : CENTRE MURAZ SEPTEMBRE 2016 SAWADOGO JOHN

Figure 5: Carte du site d’étude



IV.2. Type et période d’étude
Il s’agit d’une étude entomologique transversale & deux passages, en ao(t 2014 et en
septembre 2015 dans chacune des localités d’étude. Les analyses de laboratoire ont été faites de

décembre 2015 a janvier 2016.

IV.3. Collecte des moustiques

La capture des vecteurs a été faite grace a la capture sur Homme et la pulvérisation intra-
domiciliaire pour la collecte de la faune résiduelle matinale.

Capture sur Homme (CSH) : les moustiques ont été collectés dans cinq maisons par
village, pend ant deux nu its consécutives de collecte. La capture a été réalisée de la fagon
suivante : un captureur a été affecté a I’intérieur d’une maison choisie aléatoirement et un autre a
’extérieur de la méme maison de 20 h a 06 h du matin. Vingt captureurs (10 intérieures et 10
extérieures) au total ont été utilisées par localité. Ainsi, il y a eu 10 captureurs par séance de
capture et par village. A la lumiére de la torche, le captureur prenait tout moustique en quéte de
repas sanguin venant se poser sur ses jambes. Apres identification des différentes especes
vectrices, les moustiques ont été conservés dans des tubes sur silicagel pour les analyses au

laboratoire.

Figure 6: Méthode de collecte des moustiques par capture sur homme.

Récolte de la faune résiduelle par pulvérisation a Paide d’insecticide aérosol
(Kaltox®) a P’intérieur des maisons: elle a été réalisée dans les trois villages (Rengha,
Tangonko et Tensobtenga). Cette récolte a été faite entre 06 h et 08 h du matin dans cing
maisons par jour a raison de deux jours de collecte. Nous avons étalé les draps blancs sur le
pavement dans toutes les piéces de la maison. Nous avons commencé d’abord & pulvériser les

ouvertures de la maison, devant les portes et fenétres, ensuite & I’intérieur de la maison.



Aprés 15 minutes, nous avons ouvert les portes et les fenétres, pour récupérer les
moustiques qui sont tombés sur les draps. Les moustiques collectéds ont ét¢ identifiés

morphologiquement et stockés dans des tubes eppendorf avec du silicagel.

Figure 7: Drap blanc étalé sur le pavement pour récupérer les moustiques.

IV.4. Analyse des échantillons

IV.4.1. Analyse des échantillons sur le terrain

Identification des espéces de moustiques : dans un premier temps, les espéces du genre
Anopheles sp, Culex sp, Aedes sp et Mansonia sp, ont été identifiés sur la base des caractéres
morphologiques en utilisant une cl¢ d’identification de Gillies & De Meillon (1968).

Détermination du taux de parturité : aprés I’identification morphologique, les ovaires
des spécimens d’Anopheles ont €t extraits et examinés pour établir la parturité selon la
technique de Detinova (27). Le taux de parturité a été donc déterminé sur les moustiques d’4n.
gambiae 5.l & jelin. Le protocole consistait & agiter le tube contenant les moustiques pour les
assommer sans les écraser puis les mettre dans une boite de Pétri contenant du papier absorbant
mouillé. Une goutte d’eau physiologique était déposée sur la lame porte-objet. Le moustique
était déposé dans la goutte sur le dos. A ’aide de la loupe binoculaire et d’une pince a dissection,
les deux derniers segments abdominaux sont tirés d’un mouvement continu et doux pour faire
sortir les ovaires.

Leur examen a permis de distinguer les femelles pares (qui avaient déja pondu au moins

une fois) des femelles nullipares (qui n’avaient pas encore pondu). Au moins 150 spécimens de
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IV.4.2. Analyse des échantillons au laboratoire
1V.4.2.1. L’identification moléculaire des espéces du complexe Anopheles gambiae s.1.

Le protocole de Santolamazza et al, 2008 a été utilisé pour I’identification des espéces du

complexe Anopheles gambiae 5.l L’ ADN génomique a été extrait dans du CTAB 2% en utilisant
la téte et le thorax des spécimens d’An. gambiae s.I. (Annexel).
Trente spécimens par localité ont été choisis. Le couple d'amorces S200X 6.1F
(TCGCCTTAGACCTTGCGTTA) et S200X 6.1R (CGCTTCAAGAATTCGAGATAC) a été
utilisé. Ainsi, 3 uL d’ADN pur, extrait a partir de la téte et du thorax des spécimens d’An.
gambiage s.1. ont €t ajoutés dans12 pL de mélange réactionnel (eau ultra pure 6,725 pl, 3pl de
tampon Buffer 5X, 0,6pul de INTPs 5 mM et de MgClI2 25 mM de 0,75ul de chacune des deux
amorces et 0,075 ul de Taq Polymérase SUT).

L'amplification a été faite selon le programme: 10 minutes & 94°C pour dénaturer I’ADN,
suivies de 35 cycles comprenant chacun 30 secondes de dénaturation & 94°C, 30 secondes pour
I’hybridation des amorces a 54°C et 60 secondes d’élongation a 72°C. A la fin de cette
amplification, les produits de la PCR ont été soumis a une migration électrophorétique sur gel
d’agarose a 1,5 % avec S pL de BET. La taille attendue des fragments d’ADN visualisés sous
UV était respectivement de 479 bp (présence du géne Sine 200x 6.1) pour 4n. coluzzi, 249 bp
(absence du géne Sine 200x 6.1) pour An. gambiae, An. melas, An. quadriannulatus et 223 bp

(absence du géne Sine 200x 6.1) pour An. arabiensis (28), (Annexe 2).

1V.4.2.2. La caractérisation de géne de résistance kdr

La recherche de géne de résistance kdr a ét¢ réalisée suivant le protocole de Martinez-
Torres et al. (1998), (Annexe 3) pour la mutation kdr de I’ Afrique de I’Ouest.
Les amorces utilisées ont été :
D1 ATA-GAT-TCC-CCG-ACC-ATG
D2 AGA-CAA-GGA-TGA-TGA-ACC
D3 AAT-TTG-CAT-TAC-TTA-CGA-CA
D4 CTG-TAG-TGA-TAG-GAA-ATT-TA

Trois uL. d’ADN pur, extraits a partir de la téte et le thorax des spécimens d’An. gambiae
5.l ont été ajoutés dans12 pL de milieu réactionnel mixte pour I’amplification (Master mix)
pour un volume final de 15 pl contenant d’eau ultra pure 6,35 pl, 2,5 ul de tampon Buffer 5X,
0,5 ul de ANTPs S mM et de MgCl2 25 mM de 0,3 pl des deux amorces Primer D1 10uM et D2
et de 1 pul chacune des deux dernieres amorces Primer D3 10 uM et D4 et 0,05 pl de Taq

Polymérase 5 Ul ; le tout dans un tube de 0,25 mL pour chaque échantillon. En plus des extraits

A’ ADN de terrain de< témoins nocitife (récictants * RR et cencihlac « QQ\ Ant &L ~lansto



L'amplification a été faite selon le programme a 35 cycles (Annexe 3). A la fin de cette
amplification, les produits de la PCR ont été soumis a une migration €lectrophorétique sur gel
d’agarose a 1,5 % avec 5 pl. de BET. La taille attendue des fragments d’ADN visualisés sous
UV était respectivement de 293 bp pour la bande commune (D1/D2), de 195 bp pour mutation
résistante (D1/D3) et de 137 bp pour la mutation sensible (D2/D4).

1V.4.2.3. Détermination de I’indice microfilarien

Il a été déterminé a partir de I'identification des pools de spécimens infectés par PCR
classique. Ainsi cent moustiques d’anopheles femelles par localité ont été utilisés pour la PCR
en raison de 10 pools (10 moustiques par pool) par localité, soit au total trente pools.
Cette PCR utilise deux amorces NV1 et NV2 (29,30) :
-NV1 CGTGATGGCATCAAAGTAGCG
-NV2 CCCTCACTTACCATAAGACAA C, (Annexe 4).

Le logiciel Pool Screen® 2.0 a été utilisé pour le calcul du taux d’infection a W. bancrofti.
Ce logiciel utilise un modele statistique pour calculer la probabilité d'infection des vecteurs a

partir du nombre de pools positifs avec IC a 95% (31).

1V.4.2.4. ELISA repas de sang

L’efficacité avec laquelle les moustiques transmettent W. bancrofti est associée a leur
contact avec I’héte humain. Le taux de gorgement des femelles sur 'Homme ou anthropophilie
est la condition sine qua non de la transmission du parasite.

L’origine des repas de sang pris par les femelles a été déterminée par les ELISA repas de
sang sur les femelles gorgées selon le protocole de Beier et al (32) pour rechercher la présence
d’immunoglobuline G. En effet, au minimum 100 spécimens de femelles gorgées d’An. gambiae
s.I. par localité collectées en PID ont été testées. Le choix des anticorps testés a ¢té fait en tenant
compte des animaux qui étaient présents dans la zone d’étude et sur lesquels les anophéles
femelles auraient pu se gorger. Cing anticorps ont €té ainsi testés : anticorps anti-humain, anti-
porc, anti-mouton, anti-dne et anti-bovin. Ces anticorps, tous marqués a la peroxydase, ont été
stockés a + 4° C. Ainsi, les moustiques ayant pris le sang chez I’Homme, chez les animaux ou

les repas mixtes ont été déterminés (Annexe 5).

IV.S. Analyse des données
Toutes les données ont été reportées sur des fiches de collecte congues, pour les études

entomologiques.



La saisie, le nettoyage et 1’analyse des données ont été faits avec les logiciels SPSS 12.0.
Les proportions ont été¢ comparées par le test de Chi carré de Pearson avec un seuil de
signification p < 0,05.

Le logiciel Pool Screen® 2.0 a été utilisé pour I'estimation des taux d’infection avec un
intervalle de confiance (IC) a 95%. Tous les tests ont été réalisés avec un niveau de
significativité de 5% (p<0,05).

Le taux d’agressivité (Ta) ou la densité anophélienne agressive pour I’Homme (ma) a été
calculé en tenant compte du nombre de piqlires par Homme et par nuit (p/h/n) pour le complexe
gambiae. Cette expression combine : densité anophelienne(m) et le nombre de sujets humains
piqués en | nuit par | anophele femelle (a). D’ou Ta= ma

Le taux d'inoculation entomologique (TIE): ce taux désigne, pendant une période précise,
le produit du taux de piqlire (ma) par I’indice microfilarien (Im).

Le taux d’infection par W. bancrofti ou indice microfilarien est la proportion de pools
positifs a la PCR dont la détermination se fait par le logiciel « Pool Screen® 2.0» avec un IC &
95%.

La fréquence allélique des genes de résistance aux pyréthrinoides de chacune des
mutations kdr a été calculée suivant la formule :

F(R) = (2RR + RS)/2n avec n = effectif total de la population.

Les calculs des autres parametres entomologiques ont été faits comme suit :

Nombre total d'anophéles caprurés
e mMa~=

Nombre de caprureurs X Nombre de nuits de caprures

Nombre ds femseliss pares
X100

¢ Taux de parturité = —;
P Nombre de femelles examinées

Les tableaux et représentations graphiques ont été faits a I’aide du logiciel Microsoft Excel.

IV.6. Considérations éthiques

Le protocole de I’étude a eu I’approbation du comité d’éthique institutionnel du Centre
Muraz. Le protocole d’étude a été d’abord clairement expliqué aux autorités sanitaires de la
région. Une sensibilisation aupres des communautés villageoises a également été effectude.

Les captureurs €taient des adultes de sexe masculin, de plus de 18 ans, ayant requ le
traitement de la FL avec I’ivermectine et I’albendazole. IIs ont été recrutés apres I’obtention de
leur consentement éclairé écrit. Ils ont été suivis durant 15 jours au CSPS de la localité et en cas

de fievre, un TDR a été réalisé pour un traitement antipaludique si positif.,
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V. RESULTATS

V.1. Distribution globale de la population vectorielle par localité

Un total de 4001 spécimens d’An. gambiae s.1 a été collecté en aotit 2014 (3218 en CSH et
783 en CFR) et 7742 spécimens d’An. gambiae s.I. en septembre 2015 (5896 en CSH et 1846 en
CFR). En plus des espéces anophéliennes, nous avons capturé a des densités faibles des
moustiques du genre Culex s./. (323 spécimens en aott 2014, 436 spécimens en septembre 2015)
et du genre Aedes s./ (19 spécimens en aott 2014 et 31 spécimens en septembre 2015).

La capture sur Homme était plus productive en termes de spécimens anophéliens capturés,
quelle que soit la localité ou la période de capture (Tableau ).

Tableau I: Distribution globale de la population vectorielle par localité et par mois

Rengha Tangonko Tensobtenga Total
CSH CFR CSH CFR CSH CFR CSH CFR
An. gambiae s.1 865 286 1021 322 1332 175 3218 783

Mois Espéces

Culex 5.1 66 49 166 156 1 40 233 90
U 4

AB(OI)  des s o 1 1 0 7 0 18 1
Total 941 336 1188 478 1340 215 3469 874
An. gambiae s.] 3499 1382 827 111 1570 353 5896 1846
Cul A 1 4 24

Septembre (2015) ulex s 24 76 157 126 0 3 191 5
Aedes s.] 11 0 13 0 7 0 31 0
Total 3534 1458 997 237 1587 396 6118 2091

An. gambiae s.1.= Anopheles gambiae sensus lato,Culex s.l.= Culex sensus lato, Aedes s.I.=

sensus lato, CSH (Capture sur Homme), CFR (Collecte de la faune résiduelle)

V.2. Distribution de la population anophélienne par localité et par mois

La quasi-totalité des espéces anophéliennes capturées était du complexe An. gambiae s.1.
en dehors d'un seul spécimen d'An. funestus capturé a Tensobtenga (Tableau II). La densité de la
faune anophélienne était plus importante en septembre 2015 (5896 femelles d’An. gambiae s.1.
collectées) qu’en aolt 2014 (3218 femelles d’An. gambiae 5.1 collectées), indépendamment de la
localité. La population vectorielle était plus endophile (5170 femelles d’An. gambiae s.l
collectées). Anopheles gambiae s.l. prédominait nettement dans toutes les localités d’étude
durant les périodes de collecte. Ce qui fait que tous les résultats présentés ici, ne concerneront

qu’An. gambiae s.1. (Tableau II).



Tableau II: Distribution globale de la population anophélienne par localité

Mois Especes Rengha Tangonko Tensobtenga Total
An. gambiae s.l. 865 1021 1332 3218
An. funestus 0 0 0 0
Aolit (2014)
An. nili 0 0 0 0
Total 865 1021 1332 3218
An. gambiae s.l. 3499 827 1570 5896
Septembre An. funestus 0 1 0 1
(2015) An. nili 0 0 0 0
Total 3499 828 1570 5897

An. (Anopheles),

V.3. Distribution globale des espéces Anopheles gambiae s.l. par localité

Le tableau III fait le récapitulatif de la distribution globale des espéces d’An. gambiae s.1.
par localité et par mois.

En aolit 2014, les PCR diagnostiques réalisées sur les spécimens d’An. gambiae s.1.
récoltés en CSH ont donné 80% d’An. coluzzii & Rengha. Anopheles gambiae a été trouvé
majoritaire dans les autres localités (80% a Tangonko et 96,66% a Tensobtenga).

En septembre 2015, An. coluzzii restait I’espéce majoritaire & Rengha (83,33%) et prenait
le dessus également & Tensobtenga avec 66,66% des effectifs identifiés. Anopheles arabiensis a

été capturé uniquement en Aofit 2014 mais les densités étaient faibles (5,55%).



Tableau III: Distribution globale des espéces d’Anopheles gambiae s.1. par localité et par mois.

: ‘ Rengha  Tangonko Tensobtenga Total
Mois Espéces % (n) % (n) % (n) % (n)
An. arabiensis 10 (3) 6,66(2) 0 5,55 (5)
An. coluzzii 80 (24) 13,33 (4) 3,33 (1) 32,22 (29)
Aofit (2014) An. gambiae 10 (3) 80 (24) 96,66 (29) 62,22 (56)
An. coluzziilAn.
gambiae 0 0 0 0
Total 100 (30) 100 (30) 100 (30) 100 (90)
An. arabiensis 0 0 0 0
An. coluzzii 83,33 (25) 43,33 (13) 66,66 (20) 64,44 (58)
Septembre (2015) An. gambiae 16,66 (5) 56,66 (17) 33,33 (10)  35,55(32)
An. coluzziilAn.
gambiae 0 0 0 0
Total 100 (30)  100(30) 100 (30) 100 (90)

% : pourcentage ; (n) : effectifs testés ; An. (Anopheles).

V.4. Comportement de la population vectorielle par localité

V.4.1. Répartition de la population anophélienne en fonction de leur état de réplétion

L'état physiologique des espéces anophéliennes a été étudié sur les moustiques collectés en
faune résiduelle (Tableau IV). Sur un total de 1057 femelles d’4n. gambiae s.1. collecté en aoiit
2014, nous avons dénombré 495 femelles gorgées, 235 femelles gravides et 45 femelles a jeln.
En septembre 2015, nous avons collecté 1158 femelles gorgées, 306 femelles gravides et 282

femelles a jelin).



Tableau IV: Distribution globale de la population anophélienne en fonction de leur état de

réplétion
Anopheles gambiae s.1.(Aolt 2014)
Localité Fem. gorg. Fem. grav. Fem. 1/2 grav. Fem. ajedn Males Total
Rengha 157 103 5 21 163 449
Tangonko 206 104 0 12 76 398
Tensobtenga 132 28 3 12 35 210
Total 495 235 8 45 274 1057
Anopheles gambiae s.1. (Septembre 2015)

Localité Fem. gorg. Fem. grav. Fem. 1/2 grav. Fem. ajelin Males Total
Rengha 845 233 71 233 850 2237
Tangonko 64 29 5 13 10 121
Tensobtenga 249 44 24 36 67 420
Total 1158 306 100 282 927 2778

Fem. gorg. (femelles gorgées) ; Fem. grav. (femelles gravides) ; Fem. 2 grav. (femelles sémi-

gravides) ; Fem. & jeln (femelles a jedn).

V.4.2. Répartition de la population anophélienne en fonction de leur comportement de
piqiire (endophagie/exophagie)

Le comportement de piqure estimé sur les femelles collectées en CSH est présenté dans le
tableau V.

Au total 3218 femelles d’An. gambiae s.I. ont été collectées en aolt 2014 en CSH avec
1646 femelles a I’intérieur des maisons contre 1572 a I’extérieur des maisons. Cette densité a
augmenté¢ considérablement d’une localité a une autre en septembre 2015 (5896 femelles d’4n.

gambiae s.l.) avec une densité élevée (3524 femelles) & I'intérieur des maisons contre 2372 a

I’extérieur.



Tableau V: Distribution de la population anophélienne en fonction de leur comportement de

piqiire.
Mois Espéces Renghin Tangonko Tensobtenga Total
Int  Ext Int Ext  Int Ext Int  Ext

An. gambige s.l. 496 369 517 504 633 699 1646 1572
An. funestus 0 0 0 0 0 0 0 0

Aoiit (2014

WD il 0 0 0 0 0 0 0 0

Total 496 369 517 504 633 699 1646 1572
An. gambiae s.l. 2058 1441 445 382 1021 549 3524 2372

Septembre (2015) An. funestus 0 0 0 1 0 0 0 1
An. nili 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 2058 1441 445 383 1021 549 3524 2373

An. (Anopheles), Int. (Intérieur), Ext. (Extérieur)

V.4.3. Préférence trophique

Le taux d'anthropophilie était élevé dans toutes les localités, soit par un repas uniquement
sur I'Homme ou par des repas mixtes Homme-Animaux. La proportion des repas mixtes était
surtout plus importante au mois d'aolit avec un taux de 54,24% (27,15% a Rengha, 91,11% a
Tangonko et 100% a Tensobtenga) (Tableau VI).

En septembre 2015, le taux d’anthropophilie uniquement était en moyenne supérieur 50%

dans les localités d’étude avec une faible proportion de repas mixte Homme-Animaux (Tableau
V).



Tableau VI: Préférence trophique des moustiques par localité

ELISA
Repas de
(Aolt 2014) Sang
Animaux Homme Mixte
Total
Localité Beeuf Mouton Ane Porc Autre Total % Total % Total % Testés
Rengha 3 5 0 4 22 34 2251 76 5033 41 27,15 151
Tangonko 0 2 0 0 3 5 370 7 518 123 91,11 135
Tensobtenga 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 100 1
Total 3 7 0 4 25 39 13,58 83 2891 165 5749 287
(Sept. 2015)
Animaux Homme Mixte
Total
Localité Beeuf Mouton Ane Porc Autre Total % Total % Total % Testés
Rengha 13 0 0 0 36 49 49,00 50 50,00 1 1,00 100
Tangonko 4 2 0 0 35 39 4020 58 5979 O 0 97
Tensobtenga 0 2 0 0 42 44 4271 59 5728 O 0 103
Total 17 4 0 0 113 132 44,00 167 5566 1 0,33 300

Sept. (Septembre)

V.4.4. Taux de parturité d’Anopheles gambiae s.1.

Le taux de parturité d’4An. gambiae s.l. a significativement varié¢ d’une localité & une autre
aussi bien en Aoiit 2014, qu’en septembre 2015.

La proportion des femelles pares était globalement élevée en aoiit, et variait légérement
mais de maniére significative sur le plan statistique (Khi2= 15,87 ; p=0,003) d'une localité a
l'autre (99,31% a Rengha, 84,85% a Tangonko et 81,03% a Tensobtenga) (Tableau VII).

La proportion des femelles pares était faible dans toutes les localités en septembre 2015
comparée a Aolit 2014. Elle était significativement plus faible (Khi2=5,24 ; p=0,03) & Rengha
(38%) par rapport a Tangonko (68%) et Tensobtenga (76%) (Tableau VII).



Tableau VII: ’age physiologique des moustiques par localité et par mois

Nombre de  Nombrede  Nombre de Tauxde  Khi2 P-
femelles femelles femelles parturité value
Mois  Localités disséquées  nullipares pares Indéterminés (%)
_ Rengha 145 1 144 0 99,31
é‘g’l“:) Tangonko 99 13 84 2 8485 1587 0,003
Tensobtenga 58 10 47 1 81,03
Septem Rengha 150 85 57 8 38
bre  Tangonko 150 39 102 4 68 524 0,03
(2015) Tensobtenga 150 32 114 4 76

V.4.5. Dynamique horaire de piqiire des vecteurs par localité

Un total de 5170 femelles d’An. gambiae s.1. a été capturé a ’intérieur des maisons contre

3944 femelles d’An. gambiae s.1. a Iextérieur sur des sujets humains au cours de notre période

de collecte.

Le cycle d’agressivité a correspondu au nombre moyen de piqiires regu par un individu, au

cours d’une heure a Dintérieur ou a I’extérieur d’une maison pendant la nuit. Le cycle

d’agressivité d’An. gambiae 5./ peut étre divisé en quatre grandes périodes (Figure 8 et 9) :

o Entre 20 h et 24 h, les femelles présentaient une faible activité de piqlire dans tous les

sites d’étude.

e Entre 24 h et 03 h, ’agressivité était en constante progression pour atteindre son pic a 04

h du matin.

e Entre 04 h et 05 h du matin, I’agressivité est maximale avec plus 50% de femelles en

activité.

o A partir de 05 h, ’agressivité chute progressivement jusqu’a 06 h du matin,

L’agressivité des femelles d’An. gambiae s.I était donc majeure entre 24 h et 04 h du

matin. Les femelles collectées a [’extérieur des maisons avaient une activité agressive trés élevée

par rapport a celles qui ont été capturées a ’intérieur des maisons.
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Figure 8: Dynamique horaire de piqlire des vecteurs a I’intérieur des maisons.
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Figure 9: Dynamique horaire de piqiire des vecteurs a [’extérieur des maisons.



V.4.6. Taux d’infection des vecteurs a W. bancrofti

Sur les 100 moustiques testés par localité en PCR, en aoiit 2014, repartis en pool de 10,
aucun des pools n'était infecté. Ainsi donc, I'indice microfilarien ou taux d'infection des vecteurs
était nul quelle que soit la localité (Tableau VIII). Par contre, en septembre 2015, nous avons
trouvé 1 pool positif sur 10 testés a Tensobtenga, donc une prévalence de 1,04% IC [0,03-5,2].
Ce qui donne une prévalence globale de 0,16% IC [0,005-0,861] en 2015.

Tableau VIII: Indice microfilarien des vecteurs a W. bancrofii

prévalence de

Mois Localité Nombre de pools  Nombre d’échantillon/pool  Positifs I’infection 95% CI
Rengha 10 10-10 0 0 0
Aot  Tangonko 10 10-10 0 0 0
(2014) Tensobtenga 10 10-10 0 0 0
Total 30 10-10 0 0 0
Rengha 10 10-10 0 0 0
Septembre  Tangonko 10 10-10 0 0 0
(2015) Tensobtenga 10 10-10 1 1,04 0,03-5,2
Total 30 10-10 1 0,16 0,0051-0,861

V.4.7.Taux d’agressivité et taux d’inoculation entomologique des vecteurs

Dans chacun des sites d’étude, le taux d’agressivité ne présente pas une différence
significative entre les femelles d'An. gambiae 5.1 endophages et les femelles exophages.

En aofit 2014, nous avons observé dans toutes les localités d’étude, 82,3 p/h/nuit a
I’intérieur des maisons contre 78,6 p/h/nuit a I’extérieur des habitations.

En septembre 2015, ce taux était maximal avec 176,2 p/h/nuit a ’intérieur des maisons
contre 118,6 p/h/nuit a I’extérieur des maisons. Le taux d’inoculation entomologique était nul en
2014. En 2015, il a été estimé a 0,53% a D’intérieur des maisons et 0,28% a I’extérieur des

maisons a Tensobtenga (Tableau [X).



Tableau IX: Taux d’agressivité et taux d’inoculation entomologique d'Anopheles gambiae s.1.

Mois Localite  maparlocalité Khi2 v;)I;Je TIE par localité
Int Ext Int Ext

Aodt Rengha 24,8 18,45 0 0
(2014) Tangonko 25,85 25,2 1,01 0,60 0 0
Tensobtenga 31,65 34,95 0 0

Total 82,3 78,6 0 0

Septembre Rengha 102,9 72,05 0 0
(2015) Tangonko 22,25 19,1 1,58 045 0 0
Tensobtenga 51,05 27,45 0,53 0,28

Total 176,2 118,6 0,53 0,28

ma : Taux d'agressivité; TIE : Taux d'Inoculation Entomologique

V.4.8. La distribution des génes de résistance aux pyréthrinoides chez les populations An.
gambiae s.1.

La mutation kdr LI0I4F a été observée a des fréquences variant entre les espéces d’An.
gambiae s.1. (Tableau X). Elle était plus élevée, soit 80% chez /’An. gambiae a Tangonko et
93,3% a Tensobtenga en aolt 2014. Pour /'Anopheles coluzzi, sa fréquence allélique est élevée
53,3% a Rengha. En septembre 2015, cette fréquence est maximale, 68,3% a Rengha pour [’4n.
coluzzi. A 'inverse, la mutation kdr L1014F avait une fréquence faible 45% a Tangonko et 30%
a Tensobtenga pour An. gambiae.

Quasi absent, /'4n. arabiensis avait une fréquence tres faible (5% a Rengha et 6,7% a
Tangonko).



Tableau X: Les fréquences alléliques de la mutation kdr L1014F par localité

Aois Localités An.gambiae Kdr L1014F F(R)% An.coluzzi Kdr L1014F F(R)% An.arabiensis Kdr LI014F F(R)%

o Rengha 3 3RR 10 24 12RR+10RS+2SS 53,3 3 IRR+1RS+1SS 5

\o(it(2014) Tangonko 24 24RR 80 4 4RR 13,3 2 2RR 6,7
Tensobtenga 29 28RR+ISS 93,3 1 1RR 3,33 - - -

. Rengha 5 3RR+1RS+1SS 11,7 25 18RR+5RS+2SS 68,3 - - -

’e(pztg’lnsb)re‘ Tangonko 17 12RR+3RS+28S 45 13 12RR+1RS 41,7 - - ;

Tensobtenga 10 S8RR+2RS 30 20 12RR+2RS+6SS 433 - - -
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V1. DISCUSSION

VL1. L’intérét de la surveillance entomologique

L’objectif du Programme mondial d’élimination de la filariose lymphatique est
d’interrompre la transmission d’ici 2020 avec comme stratégie le traitement de masse. Le
controle des vecteurs intervient comme une stratégie de soutien indispensable pour achever
Iinterruption de la transmission en cas de difficultés. L’¢étude des indicateurs entomologiques de
la transmission est donc nécessaire pour la mise en ceuvre de toute activité de lutte
antivectorielle. Cette présente étude nous a permis donc de déterminer les paramétres
entomologiques (densité culicidienne, agressivité, diversité¢ anophélienne, préférence trophique,
indice microfilarien, taux de parturité) des vecteurs dans la région du Centre-Est associés a la

transmission de W. bancroffti.

V1.2, La diversité de la faune vectorielle en genre

Un total de 12552 moustiques a été collecté. Les Culicidae étaient composés de 93,56%
du genre Anopheles, de 6,04% du genre Culex et de 0,40% du genre Aedes. Ce résultat confirme
une colonisation importante du genre Anopheles en milieu rural due a la disponibilité de petites

collections d’eau non polluées, propices a leur développement larvaire (33,34).

VI.3. La diversité de la faune anophelienne

Les résultats de nos analyses ont montré que 1’4n. gambiae s.l. prédominait nettement
dans toutes les localités d’étude durant les périodes de collecte (aolit 2014 et septembre 2015).
Un seul spécimen d’An. funestus a été observé en septembre 2015 & Tangonko. Des études
antérieures faites dans la méme région avaient rapporté des résultats similaires de la
prédominance d’An. gambiae 5.1 et de ’apparition d’une faible population d’4n. funestus vers la
fin de la saison des pluies (35).

Les espéces du complexe An. gambiae s.1. identifiées sont An. coluzzii, An. gambiae, et An.
arabiensis. Leur densité n’a pas beaucoup varié au cours de ces deux périodes de collecte. En
effet, An. coluzzii et An. gambiae ont été trouvées majoritaire avec plus de 90% dans chacune des
localités d’étude quelle que soit la période de collecte. Les études faites dans la méme région
(soudano-sahélienne) par d’autres auteurs (35-38) ont trouvé une prédominance d’An. coluzzii et

d’An. gambiae majoritairement en sympatrie avec An. arabiensis.
VI.4. Comportement de la faune anophelienne, résistance aux pyréthrinoides chez les
populations An. gambiae s.1.

L'état de réplétion des femelles anophéliennes a été étudié sur les moustiques collectés en

faune résiduelle par PID. Les résultats de nos analyses ont montré que sur un total de 2521



femelles d’An. gambiae s.I. collectées, plus de 80% (2194/2521) étaient, soit des femelles
gorgées ou gravides pendant la période de I’étude (aolit 2014 et septembre 2015). Ce résultat est
conforme aux observations réalisées antérieurement dans la région de savane d’Afrique de
’Ouest (39). Le taux d'anthropophilie était élevé dans toutes les localités, soit par un repas
uniquement sur I'Homme (42,58%) soit par des repas mixtes Homme-Animaux (28,27%).
D’autres auteurs en Afrique de I’Ouest trouvaient des taux supérieurs comparativement aux
nodtres. C’est le cas en Cote d’Ivoire dans la région du Sud-Est & Adzopé ou Akré et al., avaient
trouvé un taux d’anthropophilie de 97 % dans les habitations (40). Le taux de gorgement des
femelles sur 'Homme ou anthropophilie étant donc la condition sine qua non de la transmission
du parasite (W. bancrofti), donc pourrait expliquer la microfilarémie persistante dans cette
localité malgré plus de 5 tours de TDM (41).

La proportion des femelles pares a été globalement élevée en aoilt, et variait légeérement
mais de maniére significative sur le plan statistique (Khi2=15,87 ; p=0,003) d'une localité a
l'autre (99,31% a Rengha, 84,85% & Tangonko et 81,03% a Tensobtenga). La proportion des
femelles pares était faible dans toutes les localités en septembre 2015. En général, les résultats de
la littérature montraient une population anophélienne plus dgée en septembre qu’en aoiit (45).
Nos résultats sur la dynamique mensuelle de la parturité, contraires a la littérature pourraient
s’expliquer par le fait qu’en septembre 2014, un TDM suivi d’une distribution de MILDA ont eu
lieu dans cette localité diminuant ainsi la longévité des vecteurs (33) .

Quant au comportement de piqlire d’An. gambiae s.1. tel que nous I’avons observé dans la
région du Centre-Est, il est caractérisé par un pic au milieu de la nuit, c’est-a-dire entre 23 h et 4
h du matin. Plusieurs études montrent effectivement une agressivité nocturne des anophéles (44).
Cela suggére qu’une protection contre le contact Homme/vecteur par une barriére physico-
chimique efficace réduirait considérablement le risque de recevoir une piqglire infectante. Les
Moustiquaires Imprégnées a Longue Durée d’Action (MILDA) représenteraient, dans ce
contexte, un outil approprié dans la lutte contre la filariose lymphatique (46). En outre, son
utilisation a large échelle participe a la diminution de la densité des populations vectrices et
assure une protection générale a toute la communauté (47,48). Cependant, le taux de couverture
en MILDA dans la localité a été estimé a 80,9% en 2014 (49) . Malgré ce taux fort, le Centre-Est
est classé parmi les zones de transmission persistante & la filariose lymphatique. Une des
explications pourrait étre le fort taux de la mutation kdr. La mutation kdr confeére la résistance
des vecteurs aux pyréthrinoides, qui sont la classe d’insecticide utilisés dans I'imprégnation des

moustiquaires.



En effet, La mutation kdr L1014F a été observée a des fréquences variant entre les espéces
d'An. gambiae s.I. Les maxima ont été observés a Tangonko, 62,5% et & Tensobtenga, 61,5%
pour [’An. gambiae et les minima sont notés & Rengha, 10,85% quel que soit la période de
collecte. A I'inverse, la fréquence de la mutation kdr était relativement élevée & Rengha, 60,8%
et tres faible (27,5% a Tangonko et 23,31% Tensobtenga) pour /'An. coluzzii. La forte fréquence
du geéne kdr L1014F observée serait due & |’utilisation intensive des pesticides dans I’agriculture
comme signalé dans plusieurs études (50,51). Le lien entre la résistance anophélienne aux
insecticides et I'utilisation des pesticides a été évoqué dans plusieurs études. Au Burkina Faso, il
a €té observé une corrélation entre le niveau de résistance et la culture du coton conventionnel
(35). Dans les régions des Haut-Bassins, de la boucle du Mouhoun, du Sud-Ouest et des
Cascades, a forte production cotonniére au Burkina Faso, des fréquences des mutation kdr
(>60% ) ont été observées (35,36).

VL.5. Indice microfilarien

Sur un total de trente pools, soit 300 moustiques collectés par la CSH, le taux d’infection
d’An. gambiae s.1. était nul en aolt 2014 pour W. bancrofti. Par contre, en septembre 2015, nous
avons trouvé 1 pool positif sur 10 testés & Tensobtenga, donc une prévalence de 1,04% IC [0,03-
5,2] sur un total de 6118 moustiques collectés par la CSH. Ce qui donne une prévalence globale
de 0,16% IC [0,005-0,861] en 2015. Les résultats du taux d’infection microfilarien nul en 2014
et de 0,16% en 2015 montrent une baisse de la transmission de la filariose lymphatique au
Centre-Est car inférieur au seuil de 1% fixé par OMS. Ces résultats du taux d’infection
microfilarien doivent étre confirmés en testant un effectif plus important de moustiques (10000
spécimens) comme le suggere I’OMS (16).

Ces taux d’infection sont relativement tres faibles par rapport a ceux rapportés par d’autres
auteurs au Nigéria et au Mali (52,53). Dans d’autres régions du monde tel qu’au Brésil le vecteur
majeur de la transmission de W. bancrofti serait Culex quinquefasciatus avec un taux de 1,6%
(54).

L agressivité d’4n. gambiae s.I. pour ’Homme était beaucoup plus marquée dans chacun
des sites d’étude, avec des taux de 75 p/h/nuit en aolt 2014. Les maxima ont ét¢ observés avec
plus 100 piqlre/homme/nuit en septembre 2015. Cela témoigne une agressivité massive d’An.
gambiae s.1. dans ces différentes localités.

Quant au TIE, il était nul dans toutes les localités d’étude en aout 2014. A I’inverse, il était
moyen, 0,40 piqlire infestante/homme/nuit en septembre 2015. Méme si, nous n’avons pas testé
la présence du parasite chez Culex et Aedes, la densité élevée d’An. gambiae s.l., son

anthropophilie élevée, et le fait qu’il a été trouvé infecté, témoignent qu’il pourrait étre le



principal vecteur de la filariose lymphatique dans la région du Centre-Est du Burkina Faso. Des
études faites au Ghana et au Nigéria ont rapporté qu’An. gambiae s.1. était le principal vecteur de

la filariose lymphatique en Afrique de 1I’Ouest (55,56).
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VII. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Notre étude sur la transmission entomologique de la filariose lymphatique apporte des
informations importantes au programme national de lutte contre la filariose lymphatique. En
effet, avec une anthropophilie élevée, An. gambiae serait le vecteur majeur de la transmission de
W. bancrofti. Le risque de piqlire, donc de la transmission était maximal entre 24 h et 04 h du
matin. Le risque de transmission réside aussi bien a I’intérieur qu’a I’extérieur des maisons mais
plus élevé a lintérieur. Le niveau élevé de la mutation kdr suggére une réflexion d’intégrer
d’autres outils de lutte anti vectorielle tels que la PID sur les murs avec les carbamates pour
Iatteinte des objectifs d’élimination en 2020.

En perspectives, la xénosurveillance moléculaire devrait étre couplée a la surveillance
parasitologique dans toutes les localités du Burkina Faso pour évaluer 'impact des TDM et
surtout avant toute initiative d’arrét de traitement. Il serait également important, d’apprécier
Iinfectivité des autres genres de Culicidae surtout en milieu urbain, ot nous avons une densité

importante de Culex.
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ANNEXES
Annexe 1: Protocole d’extraction d’ADN au CTAB 2%, Myriam et Cécile, avril 2003
1. Broyer chaque moustique dans 200 pl de CTAB 2% ;
2. Mettre au bain marie 65°C pendant 5 minutes ;
3. Ajouter 200 pl de chloroforme — Mélanger par inversion ;
4. Centrifuger S minutes a 12000 rpm, & température ambiante ;
5. Prélever la phase supérieur et la mettre dans un autre tube ;
6. Ajouter 200 ul d’Isopropanol sur ce surnageant — Bien mélanger par inversion ;
7. Centrifuger 15 minutes & 12000 rpm a température ambiante ;
8. Vider I’Isopropanol, bien égoutter et ajouter 200 ul d’Ethanol 70% ;
9. Centrifuger 5 minutes, 12000, température ambiante;
10. Vider I’Ethanol et laisser au moins 20mn & température ambiante;
11. Sécher le culot 10 minutes environ au speed-vac ;
12. Reprendre dans 20 pl d’H20 — ne pas vortexer — Laisser suspendre sur la paillasse toute la
nuit (ou une % journée).
13. Conserver I’ADN & -20°C pour les analyses PCR
Préparation du CTAB 2%

Réactifs Volume Concentration finale
1 M Tris HCI pH 8.0 100 ml 100 mM

0,5 M EDTA 20 ml 10 mM

NaCl 818 ¢ 14M

CTAB* 20 g 2%

Eau distillé QSP1L

Annexe 2 : Détection du géne SINE 200X 6.1 locus, Santolamazza et al., 2008
Amorces:

§200X 6.1F: TCG-CCT-TAG-ACC-TTG-CGT-TA;

S200X 6.1R: CGC-TTC-AAG-AAT-TCG-AGA-TAC



Mélange réactionnel pour Pamplification (Master mix) pour un volume final de 15 pl

Réactifs Concentration finale Volume & prélever
Tampon (Buffer) 5X 3 ul

MgCI2 25 mM 0,6 pl

dNTP 5 mM 0,6 ul

Primer F 20 uM 0,75 ul

Primer R 20 uM 0,75 ul

Eau ultra pure 6,725 ul

Taq DNA polymérase S5U/u 0,075 pul

DNA template 2,5ul

Amplification : 10° [30“, 30%, 60“] 35¢ @ 54°C

Taille des bandes attendues

An. coluzzii: 479 bp (présence du geéne Sine 200x 6.1)

An. gambiae, An. melas, An. quadriannulatus: 249 bp (absence du gene Sine 200x 6.1)
An. arabiensis: 223bp (absence du géne Sine 200x 6.1)

Annexe 3 : Diagnostic de la mutation Adr de I’Afrique de I’Ouest, Martinez-Torres D et al,
1998

Polymorphisme dans un géne codant pour un canal & Sodium, associ€é a la résistance au DDT et
aux pyréthrinoides:

Amorces :

. D1 ATAGATTCCCCGACCATG

. D2 AGACAAGGATGATGAACC

. D3 AATTTGCATTACTTACGACA

. D4 CTGTAGTGATAGGAAATTTA



Mélange réactionnel pour I’amplification (Master mix) pour un volume final de 15 pl

Réactifs Concentration finale Volume a prélever
Tampon (Bufter) 5X 2,5 ul
MgCl12 25 mM 0,5 ul
dNTP 5 mM 0,5 ul
Primer D1 10 uM 0,3 ul
Primer D2 10 uM 0,3 ul
Primer D3 10 uM 1 ul
Primer D4 10 uM 1yl
Eau ultra pure 6,35 ul
Taq DNA Polymérase 5 Ulul 0,05 ul
DNA template 2,5ul

Amplification : 3” [30%, 30%, 10] 35¢ @ 55°C
Taille attendue

D1/D2 : 293 bp

D1/D3 : 195 bp Résistant

D2/D4 : 137 bp Sensible

Annexe 4 : Diagnostic moléculaire de W. bancrofti

Cette PCR utilise deux amorces NV1 et NV2.

Une amorce ascendante désignée par NV1 (5-CGTGATGGCATCAAAGTAGCG-3’) et amorce
reverse par NV25’-CCCTCACTTACCATAAGACAA C-3°)

Réactifs Concentration finale Volume & prélever pour |
échantillon (uL)

Eau stérile 14,65

Tampon (Buffer) 10X 2,5

MgCI2 50mM 1,5

dNTP 20mM 0,25

Primer NV1 10pmol/uL 0,5

Primer NV2 10pmol/pL 0,5

Taq DNA Polymérase SUI/pL 0,1

DNA extract 5




Annexe 5 : ELISA repas de sang : Technique Didier Fontenille, d'aprés Beier JC et al. (et
Sarthou pour la coloration) décembre 1998

01 -Préparer le Tampon "Repas de sang" (a garder a + 4°C, | 4 2 semaines)

Pour 1/2 litre : - 2,5 g de caséine dans 50 ml de NaOH 0,1N;

faire bouillir jusqu'a totale dissolution

- ajouter 450 ml de PBS

- ajouter 0,025 % Tween 20 (soit 125 pl/1/2 1)

- ajouter 0,05 g Thiomerosal

- ajouter 0,01 g Phenol rouge

Agiter2 h

-préparer le Tampon Citrate pH4 :

Pour 1 litre :

Acide citique, 1 H20 11,77 g

Hydroxyde de Sodium 4,48 ¢

Dissoudre la soude dans 200 ml d'eau bi distillée, puis l'acide citrique dans cette solution.
Ajouter 400 ml d'eau bi distillée. Ajuster le pH a 4 avec de 'acide Chlorhydrique IN. Compléter
a 1 lavec de I'eau bi distillée.

02 - Avec SPOTS (Confetti sur papier filtre) I Avec ABDOMENS COUPES (moustiques secs)
* Découper le spot, le mettre I * Broyer dans 250 pl de PBS

Env. dans 0,8 ml de PBS |

(selon la quantité probable de sang) I * ajouter environ 750 pl de PBS

* Vortexer 1 ou 2 fois |

* Laisser au moins 1 h

03 - Préparer les témoins positifs : sang dilué au 1/100 en moyenne

10 pl de sérum d'espéce dans 1 ml de PBS (homme (1/100), poulet (1/200), beeuf (1/100),
mouton (1/30), chévre (1/30), porc (1/100), cheval (1/100), chien (1/100), rat,)

04 - Sensibiliser les plaques

Mettre 50 pl de solution de sang a tester par puits (un moustique par colonne)

05 -Incubation 3 h a la température de la piece ou la nuit a + 4°C

06 -Préparer les anticorps spécifiques d'espéces marqués a la peroxydase :

Reconstituer les IgG marquées selon la notice. Garder au congélateur.

Pour une plaque il faut :

50 pl X 12 =600 pul (+50 ul)y = 650 pl de solution de chaque Ig G marquées

Dilutions a faire (dilution a vérifier par un damier. fonction de 1a marmal -



Homme: 1/1000 2 pligG + 2 ml Tampon pour trois plaques

Boeuf: 1/1000 2 ullgG + 2 ml Tampon

Poule: 1/2000 1 wllgG + 2 ml Tampon

Mouton: 1/500 4 ullgG + 2 ml Tampon

Cheval: 1/1000 2 plIgG + 2 ml Tampon

Porc: 1/1000 2 pllgG + 2 ml Tampon

Chien: 1/1000 2 pllgG + 2 ml Tampon

Rat: 1/1000 2 plIgG + 2 ml Tampon

07 - Ajouter dans chaque tube d'IgG marquées les sérums hétérologues au 1/1000eme. Exemple:
Tube anti homme : aux AC marqués anti-homme dans 4 ml tampon ajouter 4l de sérum de
beeuf + 4ul de sérum de poule + 4ul de sérum de mouton + 4pl de sérum de cheval + 4ul de

sérum de porc + 4pl de sérum de chevre + 4ul de sérum de chien etc.. (Tous les autres sérums

sauf Homme)

08 - Laver 2 fois au PBS-Tween

09 - Distribuer 50 pl par puits de solution d'IgG marquées. Mettre une IgG par rangée
10 - Incubation 1 h a RT sur la paillasse

11 -VIDER LA PLAQUE. LAVER 4 FOIS AU PBS/TWEEN 20

12 - 10 minutes avant la fin de I'incubation préparée le substrat de la peroxydase (selon Lhuillier,
Sarthouet al)

Pour 3 plaques :

* 5 mg d'Ortho-tolidinedans 0,25 m] de N,N-diméthylformamide

* 30 ml de Tampon citrate

* 12 ul de H202 a 10% (ou 4 pl a 30%)

13 - Distribuer 100ul de substrat par cupule

14 - Incubation a I'obscurité, pendant 30 minutes (coloration bleue 620 nm)

15 - Blocage par 50 pl d'acide sulfurique 4N : Coloration jaune (450 nm)

16- Lecture a 620 et 450 nm sur le lecteur Elisa.





