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Résumé en francais

Titre : Biomarqueurs immuno-épidémiologiques d’exposition de I’homme aux piqlres des moustiques
Aedes et Culex : application a I'évaluation du risque de transmission des arboviroses

Résumé :

Les arboviroses, transmises par les moustiques Aedes et Culex, continuent de menacer la santé et la vie
des populations des régions ou elles sont endémiques. Le théme général de nos recherches concerne
I’étude des relations immunologiques entre ’homme, les pathogenes et les moustiques vecteurs dans
I’objectif général d’un meilleur controle des maladies a transmission vectorielle. L’objectif principal de
nos travaux ¢tait d’utiliser les réponses anticorps a des antigénes salivaires de moustiques, comme
biomarqueurs innovants d’exposition, pour estimer le niveau d’exposition des Hommes aux piqtres
d’Aedes et de Culex dans différents contextes socio-environnementaux, et par conséquent estimer le
risque de transmission des arboviroses. A cet effet, nous avons : i) mesureé les réponses IgG anti-peptide
salivaire (peptide Nterm-34 kDa) d’Aedes aegypti et la séroprévalence d’arbovirus en milieu urbain en
Afrique de I’Ouest chez les enfants de 3 quartiers d’ Abidjan (Anoumabo, Bromakoté et Petit-Bassam)
exposés a Ae. aegypti, ii) mesuré les réponses 1gG et IgM anti-peptide Nterm-34 kDa dans le Sud de la
France métropolitaine dans 4 régions : Corse, Occitanie et PACA, exposées a Ae. albopictus, et
Auvergne, région non colonisée ; et iii) évalué le potentiel des réponses 1gG anti-EGS (Extraits totaux
de Glandes Salivaires) et anti-protéine recombinante le 30 kDa de Culex quinquefasciatus comme
biomarqueurs d’exposition a Culex chez les enfants de 3 sites de Bouaké (Cote d’Ivoire) exposés
différemment aux Culex.

A Abidjan, les réponses IgG anti-Nterm-34 kDa étaient significativement différentes entre les quartiers,
avec un fort niveau observé a Bromakoté. L’étude du niveau d’exposition en fonction des données
entomologiques de densité des Aedes a montré que le niveau des IgG spécifiques était associé
uniquement aux résultats obtenus par méthodes des piéges collants. Les résultats de séroprévalence
indiquaient que les arbovirus circulaient dans les 3 quartiers, avec une détection majoritaire de DENV3.
Bromakoté et Petit-Bassam étaient les plus affectés. Ces résultats démontrent que I’exposition aux Aedes,
et ainsi le risque de transmission, était variable entre quartiers au sein d’une méme ville africaine.

En France métropolitaine, les niveaux des IgG anti-peptide salivaire d’Aedes étaient plus élevés dans les
régions colonisées que dans la région non colonisée par Ae. albopictus. En revanche, aucune association
entre les résultats biomarqueurs et les facteurs de risque sociologiques (habitats, protection individuelle,
...), n’a été observée. De plus, I’ Auvergne bien que déclarée non colonisée en 2012, semblait abriter des
individus anciennement ou nouvellement exposés aux piqdres d ’Ae. albopictus. Le niveau des IgM anti-
peptide salivaire Aedes présentait une différence significative entre les régions exposées a Ae. albopictus.
Ces biomarqueurs 1gG et IgM anti-Nterm-34 kDa permettent de discriminer les régions et les
départements les plus exposés et différencient une ancienne exposition d’une récente a Ae. albopictus.
Ces biomarqueurs peuvent ainsi discriminer les régions et les départements les plus exposés aux piqdres
d’Ae. albopictus et ainsi permettent d’évaluer I’hétérogénéité des risques de transmission des arboviroses
en France métropolitaine.

A Bouaké, les réponses 1gG anti-EGS et anti-30 kDa étaient significativement plus élevées chez les
enfants vivant dans les sites de forte densité de Culex quinquefasciatus. Les réponses IgG anti-30 kDa
étaient significativement plus élevées chez les enfants ne dormant pas sous les moustiquaires imprégnées
d’insecticide par rapport a ceux dormant dessous. De plus, une corrélation positive a été observée entre
les réponses IgG anti-EGS et les IgG anti-30 kDa au sein de la population d’étude. Les réponses IgG
anti-EGS et anti-30 kDa représenteraient ainsi des candidats biomarqueurs potentiels de 1’exposition
humaine aux piqdres de Culex. Toutefois, leur validation, en particulier celle de la protéine recombinante
30 kDa, nécessite des études complémentaires. Ces biomarqueurs d’exposition aux moustiques Aedes et
Culex apparaissent ainsi un indicateur pertinent de risque de transmission des arbovirus et de son
hétérogénéité dans différents contextes : milieu urbain africain et en France métropolitaine.

Mots clés : Exposition, Aedes, Culex, biomarqueur immunologique, antigénes salivaires, arboviroses



Résume en anglais
Title : Immuno-epidemiological biomarkers of human exposure to Aedes and Culex mosquito bites:
Application to the assessment of the risk of transmission of arboviruses

Abstact

Arboviruses, transmitted by the Aedes and Culex mosquitoes, continue to threaten the health and lives of
populations in regions where they are endemic. The general theme of our research is the study of the
immunological relationships between humans, pathogens and mosquito vectors with the overall aim of
better control of vector-borne diseases. The main objective of our work was to use antibody responses
to mosquito salivary antigens, as innovative biomarkers of exposure, to estimate the level of human
exposure to Aedes and Culex bites in different socio-environmental contexts, and consequently to
estimate the risk of transmission of arboviruses. To this end, we: i) measured the anti-salivary peptide
(Nterm-34 kDa peptide of Aedes aegypti) 1gG responses and the seroprevalence of arboviruses in an
urban setting in West Africa in children from 3 neighbourhoods of Abidjan (Anoumabo, Bromakoté and
Petit-Bassam) exposed to Ae. aegypti, ii) measured IgG and IgM responses to Nterm-34 kDa peptide in
the South of France in 4 regions: Corsica, Occitania and PACA, exposed to Ae. albopictus, and
Auvergne, an uncolonised region; and iii) evaluated the potential of anti-SGE (Total Salivary Gland
Extracts) and anti-Culex quinquefasciatus 30 kDa recombinant protein 1gG responses as biomarkers of
Culex exposure in children from 3 sites in Bouaké (Céte d'lvoire) with varying exposure to Culex.

In Abidjan, anti-Nterm-34 kDa IgG responses were significantly different between neighbourhoods, with
a high level observed in Bromakote. The study of the level of exposure according to entomological data
on Aedes density showed that, the level of specific 1IgG was only associated with the results obtained by
sticky trap methods. Seroprevalence results indicated that arboviruses were circulating in all 3
neighborhoods, with a majority detection of DENV3. Bromakote and Petit-Bassam were the most
affected. These results demonstrate that exposure to Aedes, and thus the risk of pathogens transmission,
varied between neighbourhoods within the same African city.

In metropolitan France, Aedes salivary anti-peptide IgG levels were higher in areas colonised by Ae.
albopictus than in the area not colonised by Ae. albopictus. However, no association between biomarker
results and sociological risk factors (habitats, personal protection) was observed. Moreover, the
Auvergne, although not declared colonised in 2012, seemed to harbour individuals formerly or newly
exposed to Ae. albopictus bites. The level of Aedes salivary peptide IgM showed a significant difference
between regions exposed to Ae. albopictus. These anti-Nterm-34 kDa I1gG and IgM biomarkers can be
used to discriminate between the most exposed regions and departments and differentiate between old
and recent exposure to Ae. albopictus. These biomarkers can thus discriminate the regions and
departments most exposed to Ae. albopictus bites and thus make it possible to assess the heterogeneity
of the risks of transmission of arboviruses in metropolitan France.

In Bouaké, anti-SGE and anti-30 kDa 1gG responses were significantly higher in children living in sites
with high Culex quinquefasciatus density. Anti-30 kDa IgG responses were significantly higher in
children not sleeping under insecticide-treated nets compared to those sleeping under them. In addition,
a positive correlation was observed between anti-SGE IgG and anti-30 kDa IgG responses in the study
population. Anti-SGE IgG and anti-30 kDa 1gG responses would thus represent potential biomarker
candidates for human exposure to Culex bites. However, their validation, particularly the 30 kDa protein,
requires further studies.

These biomarkers of exposure to Aedes and Culex mosquitoes, thus appear to be a relevant indicator of
the risk of arbovirus transmission and its heterogeneity in different contexts: urban Africa setting and
metropolitan France.

Key words: Exposure, Aedes, Culex, immunological biomarker, salivary antigens, arboviroses
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Introduction

Les maladies infectieuses dues a des arbovirus, ¢’est-a-dire des virus transmis a I’homme
par un arthropode (insecte ou arachnide), sont regroupées sous I’appellation d’« arboviroses ».
Ces maladies sont aujourd’hui sur tous les continents, le nombre de personnes infectées et a
risque ne cesse de croitre.

Les virus responsables des arboviroses sont transmis a un héte vertébré par des arthropodes
hématophages : Culicoides, phlébotomes, moustiques et tiques (Mellor, Boorman, and Baylis
2000; Remoli et al. 2016; Leta et al. 2018; Madison-Antenucci et al. 2020; Snyman et al., 2021).
Les plus importantes en santé humaine sont la dengue (DEN), le Chikungunya (CHIK), la fievre
jaune (FJ) et la fievre a Zika (ZIK) dont les agents causaux sont transmis par les moustiques du
genre Aedes (Ae.), majoritairement Aedes aegypti et Aedes albopictus. D’autres maladies ou
zoonoses, telles que la fievre du Nil occidental (WN), I’encéphalite japonaise (EJ), 1’encéphalite
de Saint-Louis (ESL) et la fievre de la vallée du Rift (FVR) dont les agents causaux sont
transmis aux hotes humains par les moustiques du genre Culex (Cx) avec une forte implication
de I’especes Culex quinquefasciatus, sont également des problémes ou des menaces pour la
santé publique.

L’OMS estime que 3,9 milliards de personnes (environ 40 % de la population mondiale)
sont exposées au risque d’infection par le virus de la dengue (DENV) et 390 millions de
personnes sont infectées chaque année par le DENV, dont 96 millions cas de dengue
hémorragique (OMS, 2019) (https://www.who.int/fr/news-room/fact-sheets/detail/dengueand-
severe-dengue). Environ 200 000 personnes sont touchées chaque année par la FJ dans le monde
(Gaythorpe et al., 2021). Dans les pays tempérés, surtout en Europe, les épidémies de WN sont
signalées dans plusieurs pays (Sambri et al., 2013). En début de saison de transmission, en
Octobre 2021 ; 135 personnes ont été identifiées infectées par le virus WN

(https://www.ecdc.europa.eu/en/west-nile-fever/surveillance-and-disease-data/disease-

dataecdc).

Cette forte et rapide expansion des arboviroses dans les différentes régions du monde est
imputable a plusieurs facteurs. Ces facteurs sont, entre autres, 1’absence de traitement efficace
contre la plupart de ces affections (a ’exception de la FJ et ’EJ contre lesquelles il existe des
vaccins efficaces). A cela s’ajoute la résistance des vecteurs d’arbovirus aux insecticides
(Kothera et al. 2019; Moyes et al. 2021). L urbanisation rapide et mal contr6lée, notamment en
Afrique subsaharienne, et 1’explosion démographique dans les villes tropicales, créent des

environnements propices a 1'émergence des vecteurs. De plus, I’augmentation des transports
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internationaux aériens ou maritimes multipliant les échanges, permettent une diffusion passive
des ceufs de moustiques et des vecteurs sur les grandes voies commerciales. Enfin, le
changement climatique a la base des hausses de température et des quantités de pluie créent des
conditions bioclimatiques favorables a la survie des vecteurs (Gubler et al., 2011; Fournet et al.
2016; Bellone and Failloux 2020; Ibéafez-Justicia et al. 2020).

Le nombre de personnes susceptibles de contracter ces différentes arboviroses ne cesse de
croitre a travers le monde. Faute de traitement curatif et de vaccins efficaces contre ces
arboviroses, la lutte repose essentiellement sur la réduction ou la suppression du contact entre
I’homme et les moustiques vecteurs. Cette lutte anti-vectorielle (LAV) implique une
surveillance accrue afin d’estimer les risques de transmission des arbovirus, de planifier les
stratégies de lutte et d’évaluer I’impact de ces stratégies de lutte sur le niveau d’exposition de
la population humaine. Cette surveillance est actuellement basée sur des méthodes purement
entomologiques telles 1’identification des gites larvaires positifs, 1’échantillonnage des
moustiques adultes par piégeage, la capture sur homme (CSH). Toutefois, ces méthodes
présentent de nombreuses limites d’efficacité et de précision qui rendent difficile leur
application a grande échelle sur le terrain (Boyer, Foray, and Dehecq 2014; Cromwell et al.
2017a). Au regard de la forte capacité d’expansion de ces arboviroses, il apparait nécessaire de
développer de nouveaux outils qui soient faciles a appliquer sur le terrain et complémentaires
de ceux existants, afin de mieux évaluer I’exposition des hommes aux piqlres des vecteurs
d’arbovirus humains, et donc au risque de transmission de ces arbovirus, pour controler les
maladies.

Ainsi, nous nous sommes intéressés au développement d’outils dont le principe est basé sur
la relation immunologique qui s’établit entre ’Homme et le vecteur au cours de son repas
sanguin.

La transmission des arbovirus a ’homme a lieu au cours du repas sanguin d’un moustique
du genre Aedes ou Culex infecté. Lors de la prise de sang, le moustique, qu’il soit infecté ou
non, injecte sous la peau de I’homme de la salive constituée d’un cocktail de molécules
bioactives (protéines) dont le rdle majeur est de contrecarrer les réponses hémostatiques et
inflammatoires dues a la piqlire chez ’homme. Mais certaines protéines salivaires sont
immunogéniques et induisent une synthése d’anticorps. Une approche intéressante est
d’exploiter ces propriétés immunologiques des protéines salivaires des moustiques pour
développer des biomarqueurs d’exposition aux piqlres des vecteurs basés sur le dosage de la

réponse anticorps anti-salive induite chez I’homme par les protéines salivaires, et évaluer ainsi



le risque de transmission des arbovirus. Toutefois, l'utilisation des anticorps IgG ou IgM
antiprotéines de la salive totale des vecteurs comme biomarqueurs d'exposition peut ne pas étre
suffisamment spécifique dans certains contextes, car certaines protéines salivaires sont
partagées entre les moustiques ou les arthropodes de différents genres ou différentes espéces
comme Culex pipiens quinquefasciatus, Aedes aegypti, Aedes albopictus, Cimex lectularis,
Anopheles gambiae et Culex tarsalis (Ribeiro et al. 2004; 2007; 2007; Cornelie et al. 2007;
Francischetti et al. 2010a; Calvo et al. 2010; Ribeiro et al. 2018), et il sera difficile d’identifier
de facon formelle le genre ou I’espeéce de vecteurs incriminés dans 1’exposition humaine aux
piqglres de ces derniers. Dans le but d'optimiser ces indicateurs prometteurs (IgG et IgM),
I'identification de protéines et/ou de peptides salivaires spécifiques et antigéniques de
moustiques Aedes et Culex au moyen des techniques immuno-protéomiques et bio-
informatiques, ont été réalisées (Poinsignon et al. 2010; Elanga Ndille et al. 2012a). Ces travaux
ont conduit a i) l'identification de la protéine salivaire 30 kDa chez Culex quinquefasciatus,
protéine qui semble étre la protéine la plus immunologique des protéines salivaires chez cette
espece (Zhikang Peng and Simons 2004); ii) l'identification de la protéine salivaire 34 kDa
specifique au genre Aedes (Wasinpiyamongkol et al., 2010 ; Elanga Ndille et al. 2012b; Ndille
et al. 2014a; Elanga Ndille et al. 2016b). Fait intéressant, le peptide Nterm-34 kDa d’Ae.
aegypti, a été identifié et validé comme candidat biomarqueur spécifique de I'exposition
humaine aux piqgdres des Aedes majeurs (Ae. aegypti et Ae. albopictus) dans plusieurs pays :
Bénin, RDP Laos, lle de La Réunion (Elanga Ndille et al., 2012; 2014 et 2016).

Dans le cas du moustique Culex gquinquefasciatus, cette these sera le lieu de développer et
valider i) les EGS de Cx quinquefasciatus comme candidat biomarqueur d’exposition aux
piqdres des Culex et la protéine recombinante 30 kDa comme indicateur spécifique de niveau
d’exposition des hommes aux piqtres du genre Culex ou de I’espéce Cx quinquefasciatus. La
protéine salivaire recombinante de 30 kDa, la technique de I’immunoblot a montré qu’elle est
la composante salivaire la plus immunogénique dans la solution des protéines salivaires chez
Cx quinquefasciatus (Zhikang Peng, Li, and Simons 1998; Zhikang Peng and Simons 2004;
Djegbe et al. 2011; Z. Peng et al. 2016).

Ce manuscrit comporte trois grandes parties. La premiére, consacrée aux géneralités,
présentera les principaux vecteurs d’arboviroses humaines rencontrés dans nos zones d’étude,
Ae. aegypti, Ae. albopictus et Cx. quinquefasciatus, leur bio-écologie, 1’épidémiologie des
arboviroses transmises par ces vecteurs ainsi que les méthodes utilisées pour lutter contre ces

maladies et la rapide expansion des arboviroses a travers le globe. Le rdle des protéines
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salivaires des moustiques lors du repas sanguin et la réponse immune induite chez 1’hote
vertébré seront décrites, I’historique du développement de biomarqueurs d’exposition de
I’homme aux moustiques vecteurs Aedes et Culex basés sur le dosage des anticorps dirigés
contre ces protéines ou une partie de ces protéines salivaires sera retrace.

La deuxiéme partie présentera les objectifs de notre travail de these, les différents sites d’étude
et les résultats de nos travaux, divises en trois volets :

i) I’évaluation du risque de transmission des arboviroses en milieu urbain africain
(présenté sous la forme d’un article soumis).

i) I’évaluation du risque de transmission d’exposition de I’ Homme a Ae. albopictus dans
le Sud de la France métropolitaine.

iii)  le développement d’un candidat biomarqueur d’exposition aux Culex (présenté sous la
forme d’un article publié¢ dans PLOS Neglected Tropical Diseases).

Enfin, la troisiéme partie comportera la discussion générale et la conclusion générale, et nous
envisagerons  des  perspectives  nouvelles  d’applications des  biomarqueurs
immunoépidémiologiques d’exposition aux piqires des moustiques vecteurs de pathogénes aux

hotes vertébrés et source de nuisances.

I. LES MOUSTIQUES AEDES ET CULEX VECTEURS D’ARBOVIRUS HUMAINS

Un certain nombre d’arthropodes hématophages sont vecteurs d’arbovirus humains. Ils
appartiennent a plusieurs ordres, parmi lesquels I’ordre des Dipteres, auquel appartiennent les
moustiques, occupe une place importante (Rodhain 2015). La famille des Culicidés (Culicidae),
du sous-ordre des Nématoceres, regroupe 1’ensemble des moustiques. Dans le cadre de notre
étude, les travaux ont porté sur deux genres de moustiques : le genre Aedes dont les especes
majeures sont Aedes aegypti et Aedes albopictus et le genre Culex dont I’espéce représentative

dans cette étude est Culex quinquefasciatus.

1.1. Repartition géographique, d’4edes aegypti, Aedes albopictus et Culex
quinquefasciatus

Ces trois espéces de vecteurs sur lesquelles porte notre étude sont originaires de diverses

parties du globe et ont gagné pratiquement tous les continents.



Originaire du continent africain, Aedes aegypti (Linnaeus,1792) (Figure 1A) se rencontre a
présent sur toutes les zones tropicales et subtropicales du globe terrestre et son aire de
distribution s’est élargie ces derniéres décennies (Kraemer et al., 2015). En Afrique, d’abord
détecté¢ en milieu selvatique (Mattingly 1957), il s’est adapté en milieu domestique et
péridomestique, surtout en Afrique de 1’Ouest (Powell and Tabachnick 2013; Brown, McBride,
et al. 2011; Crawford et al. 2017).

Aedes albopictus (Skuse,1894) ou moustique tigre (Figure 1B) est quant a lui originaire
d’Asie du Sud-Est et présent sur tous les continents. En effet, ces derniéres décennies, il a envahi
presque toutes les parties du globe. En Europe, la premiere incursion d’Ade. albopictus a été
signalée en Albanie en 1979 (Adhami and Reiter 1998), puis en Italie en 1990 (Sabatini et al.
1990).

La capacité des moustiques Aedes a exploiter les habitats de petite taille dans les zones
urbaines, a produire des ceufs en diapause dans les régions tempérées, et a voyager dans des
véhicules le long des réseaux routiers, a facilité son déplacement vers plus de 28 pays européens
et son établissement dans de grandes parties du bassins méditerranéen (Medlock et al. 2015; Di
Luca et al. 2017a; Trajer 2021). Plusieurs especes du genre Aedes se sont donc établies suite a
I’importation, et constituent une nuisance notable ( Kraemer et al. 2015; Cull et al., 2021). En
France métropolitaine depuis 2004, il s’est solidement implanté a partir du Sud (Delaunay et al.
2007; 2012) et 64 départements de I’hexagone sont aujourd’hui colonisés par ce moustique a
forte expansion (Roche et al. 2015).

Enfin, Culex quinquefasciatus (Say, 1823) (Figure 1C) bénéficiant des changements de
conditions climatiques, jouit lui aussi d’une aire de réparation trés importante puisqu’il est
présent sur tous les continents.

Cette espéce se rencontre en Afrique subsaharienne, en Afrique du Nord, en Asie, aux Etats-
Unis, dans le Sud-est de I’Europe, dans le pacifique et méme en Arabie Saoudite (Samy et al.
2016). Elle se rencontre dans des milieux qui souffrent d’un manque d’infrastructures
d’assainissement ou des collections d’eau stagnante riche en nutriments en décomposition y
sont abondantes. En Afrique, le milieu urbain est son domaine de prédilection car il lui procure
les gites favorables a son développement (Salako et al., 2019). Cette facilité de colonisation de
différents endroits du monde par les moustiques Aedes et Culex est liée a plusieurs facteurs qui

contribuent a leur implantation et a leur expansion rapide dans le monde



Figure 1: Vecteurs d'arbovirus impliqué dans notre étude (A) Aedes aegypti, (B) Aedes
albopictus et (C) Culex quinguefasciatus

(A) Aedes aegypti (lewebpedagogique.com), (B) Aedes albopictus (eid-rhonealpes.com) et (C)
Culex quinquefasciatus (fr.wikipedia.org).

1.2 Facteurs de distribution des moustiques Aedes et des Culex a travers le monde

Les éléments favorisant la conquéte de nouveaux territoires par les Aedes et les Culex sont
de plusieurs ordres. D’abord, les facteurs climatiques caractérisés par une élévation globale des
températures et une variation des quantités de pluie sur I’ensemble du globe. Ces conditions
influengant considérablement 1’abondance et la durée du cycle de développement des
moustiques, favorisent la colonisation définitive ou temporaire, des milieux tempérés par ces
vecteurs (Gould and Higgs 2009; Kraemer et al. 2019). En plus, I"urbanisation galopante et
anarchique dans les pays tropicaux en 1’occurrence dans les pays subsahariens du continent
africains, représente une part importante dans I’expansion de ces vecteurs. Le développement
des villes densément peuplées et présentant des difficultés de gestion de I’environnement
(absence de service régulier et efficace de collecte de déchets ménagers, le manque d’entretien
des caniveaux, etc..), créent des conditions favorables a la formation de gites larvaires (Fofana

et al. 2012; Batallan et al. 2015; Fournet et al. 2016b). L’utilisation des réservoirs de stockage



d’eau par des populations dans les zones qui manquent d’adduction d’eau courante participe
aussi a la formation des gites larvaires des Aedes. Le commerce de pneus usagés dans le monde
est aussi incriminé dans cette dispersion. L’espéce Ae aegypti par exemple a été introduite par
ce canal au Pays-Bas (Brown, Scholte, et al. 2011). Aussi, ’utilisation a grande échelle des
terres agricoles, modifiant la couverture végétale, influence I’abondance, la distribution et les
comportements de recherches de I’héte par les vecteurs Aedes (Zahouli et al. 2017). L’usage
non sélectif des engrais et pesticides dans le milieu agricole crée aussi une pression de sélection
favorisant 1’apparition de résistance a ces pesticides. Le déplacement passif des vecteurs
s’opérant via les transports (aériens, maritimes et terrestres) a incontestablement joué sa part
dans la colonisation de nouveaux lieux par les Aedes.

Les fréquences des précipitations ainsi que leur quantité dans le contexte du changement
climatique, les orages dont les dégats peuvent causer des crues et la résurgence des nappes
phréatiques sont de nature a maintenir constante la population des moustiques Culex. Ces
facteurs dépendent essentiellement de la région et il est difficile pour I’homme de les gérer. Les
systémes d’irrigation par gravité tels que les rizicres, les zones d’élevage piscicoles et
d’aquaculture, les stations d’épuration, barrages, les lacs artificiels sont autant de modifications
liées a I’activité humaine qui participent considérablement a I’expansion des moustiques Culex

sur tous le globe terrestre (Muturi et al., 2007; 2009). Les figures 2A, 2B et 2C indiguent la

distribution mondiale de ces trois especes de vecteurs.




Figure 2: Distribution potentielle mondiale de trois vecteurs majeurs d’arboviroses. (A) Aedes
aegypti et (B) Aedes albopictus dans le monde.

Le chiffre (1) indique la présence d’Aedes et (0) indique I’absence d’Aedes sur le globe (Kraemer

etal, 2015). (C) Distribution de Culex quinquefasciatus a l’échelle du globe. Les zones en bleu

sont les localisations de Culex quinquefasciatus sur le globe (Samy et al.,2016).

1.3 Bio-écologie des Aedes et Culex

1.3.1. Cycle biologique et bio-écologique

Comme tous les autres moustiques, les Aedes et les Culex sont des insectes holométaboles
(les larves ont un aspect et un mode de vie différents de ceux des formes adultes) et présentent
un cycle de vie a deux phases : une phase aquatique et une phase aérienne.

La phase aquatique pour les Aedes, passe par les ceufs trés résistants a la dessiccation et
pondus isolément au bord de la surface de I’eau des gites par les femelles. Pour Culex les ceufs
sont pondus habituellement a la surface de collection d’eau riches en matiere organique et
flottent grace a la présence de flotteurs apicaux. lls sont protégés par deux enveloppes
(’endochorion interne épais et 1’exochorion externe plus mince). IlIs sont agglutinés en
barquettes stables de plusieurs dizaines d’ceufs. La Figure 3 présente les ceufs de d’Aedes et

Culex.



Aedes

(Eufs de Culex en radeau

Culex

Figure 3: (Eufs des moustiques Aedes et Culex.

Les ceufs des Aedes de couleur sombre sont pondus isolément au bord des récipients contenant
une petite collection d’eau, et ceux de

Culex sont pondus en grappe (radeau) a la surface de 1’eau. Source : Mémoire de DEA,
Dynamique de la faune culidienne sur le campus de Yaoundé I, Cameroun (Kamgang et al.,
2006). Consulté et modifié par Zamblé le 28 /01/2022.

A Dinstar des ceufs des autres moustiques, les ceufs éclosent dans les 34 a 48 heures qui
suivent leur mise en eau apres une période de quiescence pour donner naissance a des larves.
Les larves traversent 4 stades (L1, L2, L3 et L4) avant d’aboutir a la forme nymphale. Pour
Aedes cette phase aquatique dure 6 a 7 jours selon les conditions climatiques et la disponibilité
en nourriture (Couret et al., 2014) et se déroule dans des gites domestiques (Figure 4) résultant
des activités humaines tels que les soucoupes de pots de fleurs, les pneus usés, les boites de
conserve, les récipients pouvant stocker de I’eau ou de larges amas de déchets ménagers pour
les Aedes (Dieng et al. 2018). Ces gites qualifiés de gites artificiels favorisent le fort contact de
ce vecteur avec I’homme. A c6té de ces gites artificiels, il existe des gites naturels retrouvés
dans des ravins, des trous de rochers, des bambous cassés, des creux d’arbres ou plantes a larges
feuilles engainantes, des coquilles d’escargot et les terriers des crabes pour 1’Aedes
polynesiensis. Ces orifices collecteurs d’eau de pluie sont exploités par des Aedes qui
entretiennent le cycle selvatique (en forét) de la transmission de certains arbovirus. Les Culex,
qualifiés de moustiques des villes et des lieux “sales”, vivent dans les fosses septiques, les

caniveaux et les collections d’eaux polluées de nos villes (Muturi et al. 2007; 2009).



La phase aérienne quant a elle est marquée par I’émergence de moustiques adultes des stades
nymphaux. Apres 1’émergence, 1’adulte reste immobile pendant 24 a 48 heures, le temps que
sa cuticule séche, que ses ailes se déploient et que son appareil reproducteur soit fonctionnel.
Le male devient sexuellement fonctionnel aprés 24 a 48 heures, alors que la femelle a besoin
de 30 a 60 heures. Apres leurs premiers repas composé€s de nectar, I’unique et premier
accouplement de la femelle a lieu apres leur envol aprés 24 heures a 36 heures. Les males quant
a eux peuvent s’accoupler plusieurs fois au cours de leur vie. Une fois fécondeée, la femelle qui
est seule hématophage, entame la recherche active d’un hote vertébré pour un repas sanguin,
source préférentielle de protéines utiles a la maturation de ses ceufs. Gorgée, la femelle trouve
un endroit de repos pour la maturation de ses ceufs puis un gite pour pondre et le cycle reprend.
Qualifié de cycle gonotrophique ou cycle trophogonique, il est espacé de 3 a 5 jours et tient
compte de la durée de vie des femelles de moustique qui se situe entre 4 a 8 semaines selon les
conditions du milieu (Figure 5).

Figure 4: Gites larvaires artificiels d'Aedes et de Culex (Di Luca et al. 2017b)

(@;b;c;d;e;f;g;h;i) gites préférentiels des Aedes et j ; k ;1 gites préférentiels des Culex
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Figure 5: Cycle général de la reproduction et de la vie des moustiques

Consulté le 31/12/2021 sur https://www.cavem.fr/moustiques-tigres/biologie-et-cycle-

devie-de-I-insecte-1248.html

1.3.2 Comportement de piqiire et cycle nycthéméral d’agressivité des Aedes et de Culex

Etroitement lié & ’'Homme a cause de la nature anthropisée de leurs gites (petites
collections d’eau non polluée pour les Aedes et collections d’eau chargée en matiére organique
pour les Culex), les femelles de ces vecteurs hématophages et solénophages ont besoin de sang
de vertébrés pour assurer la maturation de leurs ceufs. Le choix de 1’h6te se fait grace aux
fonctions sensorielles. Les antennes leur permettent de percevoir des émissions odoriférantes,
telles que 1’acide lactique, I’acétone ou les composés phénoliques et I’ceil pour les espéces
nocturnes (Culex), grace a la lumiére leur indique les habitations. Lorsque 1’héte est proche, les
couleurs foncées (bleu sombre, noir) ou les contrastes de couleur sombres et claires, exercent
un pouvoir attractif (Tauxe et al. 2013; Wolff and Riffell 2018). Lorsque la femelle veut se
nourrir, elle vient se placer sur I’hote choisi, et se sert de ses palpes maxillaires pour le repérage
thermique d’un capillaire sanguin. Le labium se replie a la surface de la peau et les stylets
pénétrent dans le tégument afin de cathétériser le vaisseau. Les femelles Aedes et Culex se
nourrissent a I’intérieur comme a I’extérieur des habitations. Apres leur repas de sang, elles
peuvent se reposer aussi bien a ’intérieur (endophiles) qu’a I’extérieur (exophiles). Ces deux

moustiques trés actifs en milieu urbain, présentent des périodes d’activités différentes. Les
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Aedes sont principalement actifs pendant la journée, avec deux pics d’activité, un au petit matin
et un autre au crépuscule. Quant aux Culex, I’heure a laquelle piquent les femelles débute a la

tombée du jour et dure jusqu’a I’aube (Araujo, Guo, and Rosbash., 2020).

1.3.3 Competence vectorielle des Aedes et Culex

La compétence vectorielle se définit comme la faculté qu’a un vecteur a acquérir, a
maintenir, a assurer la réplication et a transmettre un agent pathogene a un hote vertébré. De
par leur comportement hématophage, les moustiques ingurgitent des agents pathogénes de
diverses natures lors de leur prise de repas sanguin sur un héte infecté et ils les transmettent a
un autre hote vertébré lors d’un prochain repas de sang. Cet état de fait implique donc un contact
régulier entre le moustique et 1’hote vertébreé.

Pour y parvenir, le vecteur doit répondre a certaines conditions (une bonne longévité, une
préférence trophique, une bonne densité, etc.) sur lesquelles s’exercent les facteurs
environnementaux (température, humidité, abondance de nourriture pour les larves...). C’est
donc la combinaison de la compétence vectorielle et de ces facteurs qui offrent au vecteur sa
capacité a transmettre le virus aux hotes, donc sa capacité vectorielle.

Les vecteurs Aedes sont ainsi majoritairement compétents pour les virus du chikungunya
(CHIKV), de la dengue (DENV), de la fiévre jaune (YFV), du Zika (ZIKV) et les Culex le sont
pour I’encéphalite japonaise (EJV), I’encéphalite de Saint-Louis (ESLV), le virus du Nil
occidental (WNV) (Paupy et al. 2009; Diagne et al. 2014; Souza-Neto, Powell, and Bonizzoni
2019; Auerswald et al. 2021; Eynde et al. 2022). La présence concomitante de ces vecteurs et
de ces affections qu’ils induisent chez I’Homme dans les différentes régions du monde
intertropicales et tempérées du globe, constituent d’ailleurs une véritable difficulté a surmonter
pour la mise en place des stratégies de lutte contre ces vecteurs et donc les vastes problémes de

lutte contre la transmission des arbovirus.

Il. LES PRINCIPALES ARBOVIROSES

2.1 Les arboviroses a I’échelle du globe

La distribution géographique (Figure 6) des virus transmis par des arthropodes s’est
étendue ces derniéres années, suivant 1’extension de leurs vecteurs. Si ces virus peuvent se
multiplier chez I’arthropode sans déclencher d’affections, ils peuvent cependant causer chez

I’héte vertébrés des manifestations pathologiques. On en dénombre a travers le monde plus de
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500 appartenant a cing familles (Bunyaviridae, Flaviviridae, Reoviridae, Rhabdovoridae et

Togaviridae), une centaine sont impliqués dans les maladies humaines (Blair et al., 2000). Le

Tableau 1 présente quelques arbovirus et leurs vecteurs.

Dans le cadre des travaux de notre thése, nous allons nous intéresser a 1’épidémiologie des

arboviroses induites par les virus transmis aux humains par Ae. aegypti, Ae. albopictus et Cx
quinquefasciatus. Il s’agit principalement du CHIK, de la DEN, de la FJ, FVR, USUTU, WN

et du ZIKA.
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Figure 6: Distribution mondiale de cinq (5) arbovirus (transmission actuelle ou passée).

Les petits carrés font référence a la période de la premieére détection documentée chez [’homme

(introduction du virus). Les études phylogénétiques suggerent une origine africaine pour les

cing virus (Braack et al., 2018).
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Tableau 1: Quelques arborivus majeurs et leurs vecteurs moustiques

Agents Maladies Répartion | Vecteurs | Principaux hotes
pathogénes principau
X
Virus Chikungun | Zone Aedes Singes/Hommes
chikungunya ya tropicale
(Alphavirus) (Foyer
limité
en
zones
tempérées)
Virus de la | Dengue Monde Aedes Aucun singe virus
dengue tropical pour
(foyer selvatiques/Hommes
(D1, D2, D3, D4 limité en
) zones
(Flavivirus) tempérées)
Virus de la fievre| Fiévre jaune |Afrique Aedes Singes /Hommes
jaune (Flaviviru tropical et
S) intertropic al
Virus de la [Fievre de lalAfrique Culex Ruminants /Hommes
fievre de la |vallée du
vallée du Rift [Rift
(Phlébovirus)
Virus de la fievre [Fievre alAfrique et |Culex Rongeurs,chevaux,oiseaux,Hom
Usutu Usutu Europe mes
(Flavivirus)
Virus West Nil  [Fiévre a[Tous les/Culex Chevaux, Hommes
(Flavivirus) west Nile continents
\Virus a Zika Fievre a[Tous les/Aedes Hommes
(Flavivirus) Zika continents

2.1.1 Chikungunya

2.1.1.1 Répartition géographique

Des cas sporadiques de chikungunya ont maintes fois été enregistrés dans les régions d’ou
le CHIKYV est originaire, I’ Afrique centrale et orientale (Russo et al., 2020), mais les grandes
épidémies humaines sont peu fréquentes dans ces régions. Les premiéres épidémies urbaines
significatives de fievre de chikungunya ont été documentées au début des années 1960 a
Bangkok, et de 1963 a 1973 en Inde (Halstead, Nimmannitya, and Margiotta 1969; Mavalankar,

Shastri, and Raman 2007; Sang et al. 2008). Des épidémies de faibles ampleurs se sont
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produites periodiquement au cours des 30 années suivantes, sans qu’aucune épidémie majeure
ne se signale jusqu’en 2004, ou une large épidémie s’est produite sur la cote du Kenya (Sergon
et al. 2008). Cette épidémie a marqué le début d’une période de 4 ans au cours de laquelle le
CHIKYV s’est répandu dans de nombreuses iles de 1’océan indien, en Inde et dans certaines
parties de 1’Asie du Sud-Est (Khongwichit et al. 2021). En outre, au moins 18 pays d’Asie,
d’Europe et d’Amérique du Nord ont signalé des cas importés de chikungunya. Quelques-uns
ont fait face a des transmissions autochtones de CHIKV.

En Afrique, des épidémies ont sévi au Gabon en 2007 et en 2010 avec plus de 10 000 cas
(Nkoghe et al. 2012), ainsi qu’au Sénégal entre 2009-2010 (Sow et al., 2018). L’isolation
récente du CHIKYV dans Ae. vittatus en Cote d’Ivoire et au Sénégal (Diagne et al. 2014; Sudeep
and Shil 2017), montre le risque de propagation de ce virus au sein des populations des pays de
I’Afrique de 1’Ouest. Dans I’outre-mer frangais, I’fle de la Réunion a été touchée par une
épidémie de grande ampleur en 2005-2006 (environ 40 % de la population).

En Europe, I’Italie en 2007, a enregistré 200 cas de chikungunya (Carrieri et al. 2012) et la
France métropolitaine a son tour, a enregistré ces derniéres années des cas importés de
chikungunya, ainsi que des cas de transmission autochtones. En 2021; 3 cas importés de
chikungunya a été signalé par Santé publique France ( www.santepubliguefrance.fr consulté le
03 /11/2021).

2.1.1.2 L’agent causal

Le CHIKYV est originaire d’Afrique centrale et orientale (Robinson et al.,1955), ou I’on a
constaté qu’il circulait dans un cycle sylvatique chez les moustiques de I’espéce Aedes vivant
dans la forét et les primates.

Appartenant a la famille des Togaviridae et au genre Alphavirus, le CHIKV possede un
revervoir animal uniquement en Afrique. Il existe 3 trois sérotypes décrits a ce jour: Est-
centreSud-africain (ECSA), Ouest africain et asiatique (Schwartz et al, 2010). Isolé pour la
premiére fois en Tanzanie en 1952 chez Ae. aegypti, le CHIKV comporte comme matériel
génétique, un simple brin d’ARN d’environ 11800 nucléotides. Des études ont montré qu’une
mutation ponctuelle dans la glycoprotéine d’enveloppe E1 du virus a provoqué une adaptation
de ce virus au vecteur secondaire qu’est Ae. albopictus dans plusieurs parties du monde
(Khongwichit et al. 2021). Cette modification génétique a probablement contribué a I’ampleur

et a la distribution des épidémies dans les zones ou le vecteur naturel de CHIKV n’existait pas.
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2.1.1.3 La symptomatologie

La premiére série de cas de patients infectés par le CHIKV, publiée en 1955, décrivait 115
patients hospitalisés en Tanzanie avec l’apparition aigu€ d’une forte fievre, de douleurs
articulaires séveres et d’une éruption cutanée (Robinson 1955). Ces cas ont été initialement
diagnostiqués comme une maladie de type Dengue jusqu’a ce que le test en laboratoire confirme
la présence du CHIKV. Présentant généralement une période d’incubation comprise entre 3 a
7 jours, les individus infectés par le CHIKV ne développent pas tous des symptémes. Les
enquétes sérologiques indiquent que 3 a 25 % des personnes ayant des anticorps contre le
CHIKYV ont des infections asymptomatiques (Montero et al., 2015). La forme symptomatique
se traduit par 1’apparition brutale de fiévre suivie de polyarthralgies graves principalement au
niveau des poignets, des coudes, les doigts, des jambes et des chevilles (Khongwichit et al.
2021). Les arthralgies des membres inférieurs peuvent étre gravement invalidantes, entrainant
une démarche lente, large et hésitante qui peut persister pendant des mois. La proportion
d’individus présentant une €ruption cutanée est trés variable d’une étude a 1’autre, ce qui en fait

un signe moins fiable de chikungunya.

2.1.2 Dengue

2.1.2.1 Répartition géographique

La dengue est I’exemple type d’arbovirose en émergence constante. Elle est la plus
répandue au niveau mondial avec une prédilection pour les zones urbaines et semi-urbaines et
représente un probleme de santé publique majeur dans pratiqguement toutes les régions
tropicales et subtropicales du globe.

Sa prévalence a progressé de facon spectaculaire au cours des derniéres décennies. Elle est
devenue endémique dans plus d’une centaine de pays d’Afrique, du continent américain (Sud
des Etats-Unis d’Amérique, I’Amérique du Sud), de la Méditerranée orientale, de 1’Asie du
Sud-Est et du pacifique occidental. Selon les estimations de 1’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS), environ 2,5 milliards d’individus sont exposés au risque d’infection par le DENV
(soit environ 40 % de la population mondiale). Chaque année dans le monde, il y aurait prés de
50 millions d’infections dont 500 000 formes séveres nécessitant une hospitalisation, et
responsables de 20 000 a 30 000 déces, principalement chez les enfants (Bhatt et al. 2013;
WHO, 2014).

En Afrique, d’ou la dengue pourrait €tre originaire, 1’infection est paradoxalement peu

rapportée, probablement car elle est moins diagnostiquée et donc sous-estimée du fait de
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manifestation cliniques bénignes voire asymptomatiques, ou de formes sévéres non
diagnostiqués au cours d’épidémies d’ampleur limitée, ou encore parce qu’elle est confondue
a d’autres pathologies endémiques dans la zone (e.g le paludisme) (Were et al.,2012). Des
années 1970 a 2000, une transmission selvatique a prédominé dans la région, en particulier au
Sénégal et au Burkina Faso avec la notification de cas sporadiques (Gonzalez et al. 1985). Par
la suite, a partir des années 2000, I’ Afrique de I’Ouest et notamment le Burkina Faso (en 2003,
2004, 2007 et 2016), la Cote d’Ivoire en 2008 et le Sénégal en 2009 ont fait face a des épidémies
de dengue (Ridde et al. 2014; 2016; Tarnagda et al. 2018; L’Azou et al. 2015;

‘OMS, 2017). En 2019, la ville d’Abidjan faisait face a une épidémie de Dengue qui a affecté
130 personnes parmi  lesquelles il 'y a eu 2 déces (OMS,2019
https://www.who.int/newsroom/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-dengue ~ consulté  le
3/01/2022).

En France métropolitaine, la dengue circule depuis 2004 dans les zones d’implantation

d’Ae. albopictus. Le premier cas de dengue autochtone a été déclaré par le Ministére de la Santé
le 13 Septembre 2010 dans le département des Alpes-Maritimes. Toutefois en métropole, les
cas diagnostiqués correspondent principalement a des cas d’importation de retour des
voyageurs des zones d’endémie. Selon Santé publique France (Bulletin du 01 Mai au 21
Octobre 2021), 155 cas de dengue importées (13 cas venant de voyageurs qui avaient sejourné
en Cote d’Ivoire et 103 cas de voyageurs venant de 1’Tle de la Réunion) ont été diagnostiqués.
Parmi eux 133 cas ont été détectés dans des départements ou le vecteur Ae. albopictus est
implanté propice a la transmission autochtone de DENV (2 cas, 1 cas dans le VAR et 1 cas a
Montpellier, santé publigue France du 1* Décembre au 30 Novembre 2021 |,

www.santepubliquefrance.fr consulté le 30 Janvier 2022) et donc au risque d’épidémie dans

ces départements.

2.1.1.3 L’agent causal

Le virus de la dengue appartient au genre Flavivirus (famille des Flaviviridae) et présente
4 sérotypes différents DENV-1, DENV-2, DENV-3 et DEN-4. Ces sérotypes se différencient
par la composition de leur génome et de leurs antigénes de surface. Chaque sérotype regroupe
de nombreux génotypes présentant une variabilité géographique et temporelle.

Le génome du DENYV se présente sous forme d’un ARN simple brin de sens positif, long
d’environ 11 kb. Il est composé d’un seul cadre de lecture ouvert et contient une région non

traduite a chaque extrémité. L’ARN code une polyprotéine unique, qui est clivé pendant et

17


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-dengue
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-dengue
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-dengue
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-dengue
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-dengue
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-dengue
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-dengue
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-dengue
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-dengue
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-dengue
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-dengue
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-severe-dengue
http://www.santepubliquefrance.fr/
http://www.santepubliquefrance.fr/

apres sa traduction en sept protéines non structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
et NS5) et en trois protéines structurales (C, prM et E). La protéine C est présente dans la
capside, la protéine prM est un précurseur de la protéine M qui est retrouvée dans la membrane
et la protéine E est la composante principale de 1’enveloppe virale (Murugesan and Manoharan
2020). Comme les autres virus a ARN, le génome de DENV est en constante variation a cause
de I'ARN-polymérase ARN-dépendante qui n’a pas de mécanisme de vérification des erreurs
lors de la réplication rapide du DENV et la grande quantité de virus retrouvée dans le monde
est la résultante d’un phénomeéne complexe qui combine des facteurs intrinséques (propre au
couple virus-vecteur) et extrinséques (température, insecticides, pluviométrie...) auxquels on
ajoute les échanges intercontinentaux qui favorisent les « déplacements » de virus.

L’infection due a n’importe quel sérotype entralne une immunité a vie contre ce sérotype.
Cependant, cette immunité n’offre qu’une immunité croisée a court terme contre les autres
sérotypes (Vicente et al. 2016).

Dans certaines régions tropicales, la présence simultanée de plusieurs sérotypes de DENV
peut conduire a des situations dans lesquelles la maladie est hyperendémique (co-circulation de
plusieurs sérotypes (Vicente et al. 2016).

En milieu urbain, Ae. aegypti et Ae. albopictus sont les principaux vecteurs du virus de la
dengue, mais certaines especes comme Ae. taylori, Ae. furcifer, Ae. luteocephalus participent

aussi a sa transmission aux humains dans le cycle sauvage du virus.

2.1.1.4 La symptomatologie de la dengue

La dengue se manifeste sous 3 formes majeures: 1) une forme asymptomatique dans 50 a
80 % des cas ; 2) une forme classique ou «dengue fever» se manifestant aprés 5 a 8 jours
(maximum 12 jours) d’incubation, par une forte fievre (38,5°C) d’apparition brutale et au moins
un signe algique; asthénie, arthralgies, myalgie, lombalgie, douleurs rétro-orbitaires, douleurs
musculo-articulaires, céphalées, myalgies qui peuvent aboutir a une rémission transitoire et une
immunité spécifique contre le sérotype en cause ; 3) une forme hémorragique ou «dengue
hemorrhagic fever» qui peut conduire a la mort du malade. En effet la dengue peut se

compliquer de formes hémorragiques, de choc hypovolémique ou de défaillance viscerale.

Il n’existe pas encore de traitement antiviral de la dengue. Le traitement est avant tout
symptomatique, notamment antalgique ou antipyrétique. L’aspirine et les anti-inflammatoires
non stéroidiens sont contre-indiqués du fait du risque hémorragique. Les dengues compliquées

relévent d’un traitement symptomatique hospitalier (Sumarmo et al. 1983).
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Pendant la phase de virémie (en moyenne 7 jours a partir du début des signes), des mesures
de protection individuelle doivent étre appliquées chez le patient et son entourage afin de limiter

la transmission du virus par les moustiques vecteurs.
Son incidence s’est accrue de 30 fois ces derniéres décennies selon le bilan d’activité de

I’OMS (OMS, 2017) et les jeunes enfants sont les plus touchés par cette pathologie.

2.1.3 Fiévre jaune

2.1.3 .1 Répartition géographique

Maladie virale aigué, la fievre jaune fait partie des arboviroses en plein émergence et
réémergence sur le continent Africain et le continent Sud-américain (Figure 7). De 1985 a
2009, ces deux parties du monde enregistraient 31445 cas de fievre jaune (Monath and
Vasconcelos 2015). Suite & des résultats de sérosurveillance menée pendant 15 ans, il a été
rapporté a I’OMS environ 200 000 cas de FJ par an, avec environ 30 000 décés dans les zones
ou cette pathologie est solidement implantée (Vasconcelos and Monath 2016; Couto-Lima et
al. 2017). En Chine, ont été diagnostiqués pour la premiere fois 11 cas importés d’Angola,
(OMS 2018; Cracknell Daniels et al. 2021).

En Ameérique du sud, la FJ a touché le Brésil en 2016 avec plus de 1000 cas et 79 déces
signalés par les laboratoires de virologie (Couto-Lima et al. 2017).

Les grandes villes de I’ Afrique sont également touchées ces derniéres décennies: Abidjan
(Cote d’Ivoire) en 2001, 2008 et récemment en 2019 avec 130 cas (dont un déces), Conakry
(Guinée) en 2002 , Dakar et Touba (Sénégal) en 2002, Bobo-Dioulasso (Burkina Faso) en 2004,
Kinshasa (République démocratique de Congo) en 2015 avec 16 déces et a Luanda (Angola)
en 2015 avec 301  déces sur 2538 cas  suspects (OMS,2016

https://www.who.int/fr/newsroom/fact-sheets/detail/yellow-fever consulté le 06/01/2016 )
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Figure 7: Distribution de l'incidence de la fievre jaune depuis 1948 en Amérique du Sud et en
Afrique.

(Gaythorpe et al., 2021). La partie jaune indique 1’incidence de la fiévre jaune

2.1.3 .2 L’agent causal de la fievre jaune

Décrite pour la premiére fois en 1968 au Yucatan (Mexique), la fievre jaune (FJ) est causée
par un virus (YFV, pour Yellow Fever Virus) du genre Flavivirus, qui a été isolé pour la
premiere fois en Afrique de 1’Ouest en 1927 et s’est répandu dans le nouveau monde pendant
la traite des esclaves a partir du 16° siécle (Hamlet et al. 2021). Appelé aussi virus amaril et
circulant a la fois en milieu selvatique et en milieu urbain, il existe au moins sept (7) génotypes
de la souche sauvage : cing en Afrique et deux en Amérique du Sud (Mutebi et al, 2002). Ce
virus est un petit virus d’environ 40 nm de diametre. Il posséde un génome a ARN
monocaténaire de polarité positive d’environ 11 a 12 kb (Vasilakis et al. 2019). Grace a ces
protéines, le virus est capable d’infecter et de se répliquer dans une cellule hote.

Les génotypes africains, transmis majoritairement par Ae. aegypti (Attoh-Touré et al., 2010)
dans les grandes zones urbaines en Afrique de 1I’Ouest et par Ae. simpsoni en Afrique centrale,
sont responsables des poussées épidémiques dans ces régions (Couto-Lima et al. 2017; Braack
et al. 2018). Malgré I’existence d’un vaccin efficace contre la FJ, des épidémies de FJ

continuent d'apparaitre, du fait de la couverture vaccinale incompléte (Garske et al. 2014).
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2.1.3 .3 Symptomatologie

La période d’incubation dans 1’organisme dure 3 a 6 jours. L’infection reste
asymptomatique chez de nombreuses personnes mais lorsque les signes apparaissent, les plus
courants sont des myalgies, une fievre, des maux de téte suivis d’une rémission transitoire apres
3a4jours.

Dans une petite proportion des cas, les patients entrent cependant dans une deuxiéme phase,
plus toxique dans les 24 heures suivant la rémission initiale. Une fiévre élevée se réinstalle et
plusieurs organes sont touchés, en général le foie et les reins. Dans cette phase, un ictére
apparait souvent (jaunissement de la peau et des yeux, d’ou le nom de « fiévre jaune », avec
des urines sombres et des douleurs abdominales accompagnées de vomissements. On peut
observer des saignements dans la bouche, le nez, les yeux ou au niveau de I’estomac. Au cours

de cette phase toxique, 50 % a 80 % des malades meurent dans les 7 jours.

2.1.4 Fievre de la vallée du Rift
2.1.4.1 Répartition géographique

Décrite pour la premiere fois en 1931 dans la vallée du Rift au Kenya chez les moutons
laineux d’importation (Daubney, Hudson, and Garnham 1931). Cette maladie touche les
ruminants domestiques, en particuliers les petits ruminants. Elle s’étend de I’ Afrique de I’Est,
a la corne de I’Afrique, en Afrique australe et dans la péninsule arabique (Arabie saoudite et
Yémen) en 2000 (Javelle et al. 2020). Aucun cas de cette maladie dans la zone européenne n’a
encore été signalé. Mais la présence des vecteurs de cet arbovirus en Europe et en Asie associé
a la généralisation des déplacements des populations a travers le monde, pourrait conduire une
poussée épidémique de RVF dans ces parties du monde (Martinet et al. 2019; Tong et al. 2019).
Des cas de suspicion ont été signalés parmi les forces armées francaises déployées au Niger en
2016(Tong et al. 2019).

Les premiers cas humains ont été signalés en 1951, en Afrique du Sud chez des individus
ayant touché des animaux morts ou infectés de la maladie (Bron et al. 2021) puis L’Egypte a
été particulierement touchée durant les années 1977 et 1978 par des épizooties massives,
accompagnées d’une épidémie humaine de 200000 cas et 600 déces (El-Akkad 1978; Imam,
Darwish, and El-Karamany 1979).

Dans les années 2000, le Kenya, Somalie et en Tanzanie ont fait état de plus 100 000 dont
450 deceés. Dans la péninsule arabique en 2002 environ 4000 personnes ont été détectees
positives au RVF avec 200 morts (Mohamed et al. 2010; Nderitu et al. 2011).
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La présence de ce virus en Afrique de I’Ouest constitue une menace pour la santé des
populations de cette région. En effet les déplacements d’animaux d’élevage et des hommes sont
trés intenses et cela pourrait faciliter I’introduction du virus dans des indemnes en 1’occurrence

la Céte d’Ivoire puisque le vecteur Culex quinquefasciatus y est largement répandu.

2.1.4.2 L’agent causal de la fiévre de la vallée du Rift

Le RVFV, du genre Phlebovirus, est un virus appartenant a la famille des Phenuiviridae.
Son génome a ARN monocaténaire est constitué de 3 segments. Le segment L (large) code la
protéine L, une polymérase. Le segment M (medium) code des glycoprotéines (Gn et Gc) et
une protéine non structurale NSm. Le 3° segment ou segment S (small) code une nucléoprotéine
de polarité négative et une protéine non structurale NS de polarité positive. La nucléocapside
est constituée par la nucléoprotéine N associé aux ARNs monocaténaires formant des
ribonucléoprotéines (RNP). Le virus RVF a sa propre ARN polymérase dépendante Les RNP
apparaissent sous formes circulaire dont les extrémités 3’ et 5° ont des séquences

complémentaires inversées (Wright et al. 2019).

2.1.4.3 Symptomatologie

Chez I’'Homme, apres une période d’incubation de 2 a 6 jours, le virus peut provoquer
plusieurs syndromes si des symptémes apparaissent. Le plus souvent, les personnes souffrant
de la FVR ne présentent soit aucun symptdme, soit une maladie bénigne avec de la fiévre, une
faiblesse, des maux de dos et des vertiges, avec rétablissement dans 2 a 7 jours apres
’apparition des symptomes.

Cependant un petit pourcentage des personnes infectées développe des symptdémes plus
séveres: maladie oculaire, encéphalite ou inflammation du cerveau pouvant entrainer un coma
ou des convulsions, une fievre hémorragique (1% de tous les patients du RVF). Ces symptémes
apparaissent 2 a 4 jours apres le début de la maladie. Les décés chez ceux qui développent des
symptdmes de fiévre hémorragique atteignent environ 50 % et le décés survient 3 a 6 jours
apres le début des symptémes (CDC, 2020)
(www.cdc.gov/vhf/rvf/french/signssymptoms/signes-symptomes.html consulté le 06/01/2022).
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2.1.5. Maladie a virus Usutu
2.1.5.1 Distribution

Détecté pour la premiere fois en Afrique du Sud le virus Usutu (USUV), s’est vite étendu a
d’autres pays africains (République centre africain, Sénégal, Cote d’Ivoire, Nigéria, Ouganda,
Burkina Faso, Tunisie et le Maroc) auxquels s’ajoute Isra€l au Moyen Orient (Nikolay et al.
2011; Mannasse et al. 2017).

Suivant les routes migratoires, de la mer Méditerranée, le USUV a atteint I’Europe centrale
en 1980 (Engel et al. 2016). Des cas d’infection de moustiques, d’oiseaux, de chevaux dans 12
pays européens (Allemagne, Australie, Belgique, Croatie, Espagne, France, Gréce, Hongrie,
Italie, République tcheque, Serbie et Suisse) (Ashraf et al. 2015).

Le 1°" cas humain d’infection a USUV a été rapporté en République Centrafricaine en 1980,
et le second cas a été diagnostiqué au Burkina Faso en 2004 (Nikolay et al. 2011). En Europe
c’est en 2009 que deux italiens ont été infectés par le USUV; ces cas ont coincidé avec une
épidémie WNV. Puis, entre 2008 et 2009, trois autres cas ont été signalés lors d’une étude
rétrospective (Pecorari et al. 2009; Cavrini et al. 2011). En France un cas d’infection de USUV

a été rapporté par Gaibani et ses collaborateurs (Gaibani et al. 2012).

2.1.5.2 Agent causal

Transmis aux animaux et aux humains par les moustiques de plusieurs genres comme les
Culex, les Aedes et les Anopheles (Camp, Kolodziejek, and Nowotny 2019; CIé et al. 2018), le
virus Usutu (USUV) était inconnu jusqu’a peu. Il attire 1’attention en raison de sa propagation
importante en Europe. L’Usutu est un arbovirus de la famille des Flaviviridae et du genre
flavirus. De diametre de 40 a 60 mm, USUV est un virus a ARN positif monocaténaire
d’environ 9,5-12,5 kb avec un long cadre (3434 acides aminés) de lecture ouverture dans sa
partie non traduite aux extrémités 5’ et 3°. Constitué de 3 protéines structurales (C, prM et E)
et de 8 protéines structurelles (NS1/NS1, NS2a NS2b, NS3, NS4a, 2K, NS4b et NS5), qui sont
codeées par la partie C-terminale de la polyprotéine impliquée dans la réplication de I’ ARN viral
(Behrens et al. 1998; Calisher and Gould 2003).

La comparaison des séquences de I’hélicase du USUV a permis d’identifier des séquences
conservées entre des hélicases de divers virus & ARN tels DENV et virus de I'Hépatite C (Wu
et al. 2005).
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2.1.5.3 Symptomatologie

Les signes accompagnant 1’infection humaine a I’'USUYV se caractérisent par une fiévre et
des éruptions cutanées avec une légere atteinte du foie. Des atteintes neurologiques sont aussi
associées a I’infection a USUV humaine. L’encéphalite ou méningo-encéphalite, sont aussi des
signes a I’infection a ’USUYV, associés a d’autres comorbidités dans la moiti¢ de ces cas. Des

cas d’infection asymptomatique sont associés a des infections a I’USUYV (Pecorari et al. 2009;

Cavrini et al. 2011; CIé et al. 2018).

2.1.6 Fievre du Nil occidental

2.1.6.1 Distribution

Le virus du Nil occidental ou West Nile (WNV) a été isolé pour la premiere fois en Ouganda
en 1937 chez une femme souffrant d’une forte fi¢vre (Smithburn et al. 1940; Van der Meulen,
Pensaert, and Nauwynck 2005). Par la suite, on a constaté qu’il s’était largement répandu dans
plusieurs pays dans le monde : Moyen-Orient, Asie du Sud-Ouest, y compris I’Inde, Russie
occidentale et Australie (Kramer, Styer, and Ebel 2008; Artsob et al. 2009). Les grandes
épidémies sont survenues aux USA et en Europe. En Europe, I’année 1960 marque les premiers
cas humains d’infection au WNV. Aujourd’hui, le WNV est endémique dans plusieurs pays
d’Europe du Sud et des USA. Aux USA entre 1999 et 2019 ; 51700 cas confirmés et 2381 déces
ont été enregistrés et en Europe 1’on enregistrait 1503 cas dans 11 pays de I’UE en 2018 dont
92% venaient d’Italie, de la Grece, de la Roumanie et de la Hongrie (Hansen 2004; Haussig et
al. 2018; Zientara, Beck, and Lecollinet 2020).

En France métropolitaine, il est régulierement détecté sur le pourtour de la Méditerranée
des cas d’infection de WN (Zientara, Beck, and Lecollinet 2020). En 2003, la France a
enregistré des infections équines en Camargue, et 7 cas humains. En 2018, I’Europe a di faire
face a une forte épidémie avec un nombre de cas supérieur a la somme des 10 années
précédentes, et la France a enregistré 27 cas humains dans les Alpes-Maritimes (Kolodziejek
et al. 2018).

En Afrique, la plus importante épidémie de WNYV date de 1974 et a touché 3000 personnes
de la province du Cap (Jupp et al.,2001). D’autres épidémies isolées se sont déclarées dans les
pays tels que: Algerie, Egypte, Ethiopie, Madagascar, Maroc, Nigéria, République
centrafricaine République démocratique du Congo, Sénégal, Soudan et Tunisie (Jupp 2001;
Amraoui et al. 2012; Sule et al. 2018).
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En Céte d’Ivoire aucun cas de West Nile n’a encore été notifié. La présence du vecteur
compétent Culex représente un risque d’apparition de cette pathologie au sein de la population

ivoirienne.

2.1.6.2 Agent causal

Logé au sein de la famille des flaviviridaes, du genre Flavivirus comme le ZIKV, le DENV
et le YFV, le virus du Nil occidental (WNV) a été isolé pour la premiére fois dans le district du
Nil occidental en Ouganda en 1937 chez une femme souffrant d’une forte fievre (Smithburn et
al. 1940; van der Meulen, Pensaert, and Nauwynck 2005). Les souches se répartissent en
plusieurs lignées suivant la base de la protéine. Ce virus posséde un génome a ARN simple brin
positif de 11 kb.

Le WNV a un cycle de transmission naturel chez les moustiques Culex spp. et les oiseaux
sauvages qui sont des hotes amplificateurs. Le WNV est subdivisé en plusieurs lignées suivant
la base de la protéine de I’enveloppe. Nous avons : la lignée 1 composée des souches africaines
américaines, australiennes, européennes et indiennes, la lignée 2 composée de des souches
d’Afrique continentale, de Madagascar, de 1I’Europe de I’Est et du Sud. En outre il existe 4
autres lignées : lignées 3, 4, 5 et 6 qui ne sont représentées que par quelques isolats. Enveloppé,
ce virus possede un génome a ARN simple brin (ARNS) positif de 11 kilobases qui code pour
7 protéines non structurelles (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5) et 3 structurelles
(protéine d’enveloppe E, protéines de membrane, prM et Protéines de capside C). Son génome
est composé d’un seul cadre de lecture ouvert avec deux régions non traduites (a I’extrémité 5’
et a ’extrémité 3”) (Rossi, Ross, and Evans 2010).

Le WNV, appartenant au sérocomplexe du virus de I’EJ, se maintient dans la nature dans
un cycle enzootique entre les moustiques du genre Culex comme vecteurs, et les oiseaux comme
principaux hotes réservoirs et amplificateurs. Les mammiferes infectés lors d’un repas de sang
de Culex ne sont pas de bons amplificateurs du virus (courte et faible virémie). L’homme, dans
ce cycle de transmission au sein de la population des mammiféres, est accidentellement infecté
par un Culex qui se serait alimenté sur un oiseau porteur de WNV. D’autres genres/espéces de
vecteurs (Aedes japonicus, Aedes ochlerotatus) peuvent aussi servir de vecteur de WNV
(Hubalek and Halouzka et al., 1999).
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2.1.6.3 Symptomatologie

La période d’incubation de I’infection au WNV dure en général de 2 a 6 jours mais peut
s’étendre jusqu’a 14 jours. La majorité (80 %) des personnes infectées au WNV restent
asymptomatiques ou peu symptomatiques. Un syndrome pseudo-grippal marqué par une fievre
d’apparition brutale, maux de téte, douleurs articulaires et musculaires (parfois associés a une
éruption cutanée), peut apparaitre dans 20 % des cas. Mais des formes graves de I’infection au
WNYV peuvent survenir chez moins d’une personne infectée sur 100. En effet, des atteintes
neurologiques graves avec formes neuro-invasives peuvent toucher des adultes, notamment des
personnes agees, et entrainer des séquelles ou des déces. (Santé publique France, 2021)
https://www.santepubliquefrance.fr/maladies-et-traumatismes/maladies-a-

transmissionvectorielle/west-nile-virus. Consulté le 07/01/2021.

2.1.7 Zika

2.1.7.1 Répartition géographique

La premiere épidémie de fievre a Zika a été signalée en 2007 dans 1’archipel de Yap en
Micronésie avec 185 cas dont 74 % positifs (Lanciotti et al. 2008), suite a une période d’absence
de plus de 50 ans aprés le rapport des surveillances de routine notifiant des cas d’infections
humaines a ZIKV déclarées au Nigeria, Gabon, Sierra Leone, République Centrafricaine,
Tanzanie, Egypte, Ouganda, Pakistan, Thailande, Vietham du Nord et Philippines (Simpson
1964; Marchette, Garcia, and Rudnick 1969; Fagbami 1979). Des vagues d’épidémies se sont
déclarées successivement en Polynésie francaise en 2013 et dans d’autres iles du Pacifique en
2014 (Musso, Nilles, and Cao-Lormeau 2014; Cao-Lormeau et al. 2014), puis en Amérique du
Sud et centrale en 2015, avant d’atteindre les iles du Cap-vert en Afrique (Lednicky et al. 2016;
Chang et al. 2016; Paz and Semenza 2016; J. K. Morris et al. 2020).

La présence du virus Zika (ZIKV) au Cap-Vert constitue une réelle menace pour les
populations vivant en Afrique de 1’Ouest. Le risque d’épidémies de Zika en Cote d’Ivoire a été
signalé par les autorités sanitaires ivoiriennes depuis 2015. En effet, Ae. aegypti est présent et
le ZIKV a déja éteé signalé en Coéte d’Ivoire (Sudeep et Shil, 2017). L’Etat de Cote d’Ivoire a
d’ailleurs déja établi, depuis Juillet 2016, un plan global de préparation et riposte face a une
épidémie de Zika.

En Europe, et particulierement en France métropolitaine, des centaines de cas importés ont
été enregistrés sans aucune transmission autochtone. Mais, en 2019, 1’Agence Régionale de

Santé (ARS) de la région Provence-Alpes-Cote d’Azur (Région PACA) dans le Sud de la
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France a déclaré 3 cas autochtones de ZIKA dans la méme région (Lazarus et al. 2016) (Santé
Publique France 2019).

2.1.7.2 Agent causal

Isolé en 1947 chez un singe rhésus en Ouganda (Dick, Kitchen, and Haddow 1952), le virus
Zika (ZIKV) est un flavivirus @ ARN monocaténaire de polarité positive, transmis
principalement par les femelles des moustiques du genre Aedes. Ae. aegypti et Ae. albopictus
en sont les principaux vecteurs dans les régions tropicales d’Asie du Sud-est, d’Afrique, du
Pacifique et de I’Europe. D’autres voies de transmission du ZIKV, telle que la voie

maternofcetale, ont été¢ formellement rapportées (Klase et al. 2016).

En milieu urbain, la transmission de ZIKV aux humains est assurée par Ae. aegypti et Ae.
albopictus, et en milieu selvatique elle est assurée par Ae. africanus, Ae. taylori, Ae. furcifer,

Ae. diazieli, et Ae. luteocephalus, a travers le monde.

Virus enveloppé d’environ 50 nm de diamétre, le ZIKV présente une capside icosaédrique
recouverte d’'une membrane contenant I’ARN viral, et posséde un génome non segmenté long
de 10 kilobases qui code 3 protéines structurelles (protéine C de 105 résidus d’acides aminés,
protéine de membrane prM de 187 résidus d’acides aminés, et protéine d’enveloppe E de 505
résidus d’acides aminés associé a la virulence du virus), ainsi que 7 protéines non structurales
(NS1 de 352 résidus, NS2A de 127 résidus , NS2B de 139, résidus NS3 de 619 résidus un
complexe NS2B-NS3, NS4A de 127 résidus, NS4B de 255 résidus NS5 de 904 résidus et une
ARN polymérase ARN-dépendante)(Chang et al. 2016).

2.1.7.3 Symptomatologie

Asymptomatique au début de I'infection, cette maladie présente ensuite des signes
semblables a ceux de la dengue et du chikungunya : température, rougeur des yeux
(conjonctivite), éruptions cutanées, céphalées, douleurs rétro-orbitaires, douleurs articulaires et
musculaires. Ces signes durent environ une semaine.

Les symptdomes communs entre le Zika, la dengue et le chikungunya rendent difficile le

diagnostic dans les régions ou circulent les différents arbovirus.

Dans le cas de transmission de la femme enceinte au feetus, des complications se

caractérisant par une malformation du cerveau du feetus (microcéphalie) et diverses autres
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malformations du cerveau chez le nouveau nouveau-né (Shi et al. 2018). Chez les adultes,

I’infection au ZIKV peut conduire a un syndrome de Guillain-Barré (Krauer et al. 2017).

Les arbovirus et leur vecteur sont donc présents sur presque tous les continents du globe
terrestre et la conquéte de nouveaux territoires a leur actif est en plein développement. Les
vecteurs souvent co-infectés par ces arbovirus sont aussi un réel facteur d’exacerbation des
phénomenes épidémiques dans certaines parties du monde (Jain et al. 2017; Mourya et al.
2018).

La santé humaine sur toutes ces parties du globe est sans cesse sous menace d’émergence
des ¢épidémies d’arboviroses. Il est donc important de mettre en place des mesures de lutte

contre ces maladies afin de préserver la santé humaine.

Il LALUTTE CONTRE LES ARBOVIROSES HUMAINES
3.1 Lutte contre les virus pathogen
3.1.1 Le diagnostic

Le diagnostic clinique des arboviroses, se basant sur I’interprétation des signes cliniques
présentés par un patient, est peu fiable, particulierement dans les régions tropicales ou sévissent
a la fois plusieurs arboviroses et d’autres maladies présentant des signes cliniques similaires. I
peut étre difficile de faire un diagnostic différentiel entre la dengue et le chikungunya en se
basant uniquement sur les manifestations cliniques. En Afrique, la co-circulation des
arboviroses avec le paludisme rend difficile I’établissement d’un diagnostic spécifique et
formel en présence de ces maladies (Ridde et al., 2016).

Au stade précoce des infections a arboviroses, le diagnostic clinique est donc trés souvent
associé aux diagnostics biologiques. |l existe deux types de diagnostics biologiques pour la
détection des infections humaines par les arbovirus : i) le diagnostic direct qui se base sur la
détection du virus ou de son génome, ou encore des antigenes viraux par la technique RT- PCR
et ii) le diagnostic indirect basé sur la détection des anticorps (IgM et 1gG) spécifiques aux
antigéenes de surface du virus, par approche immunologique (ELISA : Enzyme Linked
Immunosorbent Assay). Dans ce dernier cas, la détection d’IgM dans le sang ou le sérum du
patient est indicateur d’une infection récente, puisque ces anticorps apparaissent rapidement
(quelques jours apres les premiers signes cliniques) et persistent 2 a 3 mois. Ils sont détectables
lors d’une primo-infection, leur niveau étant plus faible lors d’une infection secondaire. Les

IgG apparaissent plus tardivement lors d’une primo-infection, mais persistent a vie, et leur
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niveau est important lors d’une seconde infection. Ainsi pour un méme antigene, les taux de
ces anticorps évoluent de maniére inversée (Figure 8). La détection de ces anticorps se résume
comme suit : i) IgM+ = infection récente ou en cours ; et IgG+ = infection plus ancienne et

indicateur de I’historique d’une infection.
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Figure 8: Chronologie d'utilisation des outils de diagnostic d'une arbovirose. Exemple de la dengue

(http://www.insvs.sante.fr/dossiers-thématiques/Maladies-infectieuses/Maladies-a-transmission/

vectorielle/Dengue.).

Aprés une identification précoce et formelle du virus incriminé, le traitement, qui repose
exclusivement sur une thérapeutique symptomatique, est prescrit en fonction des signes
constates. Dans le cas de la fievre a ZIKA, par exemple, la prise d’antalgiques, paracétamol et
le repos sont préconisés. L’aspirine et les anti-inflammatoires sont déconseillés dans le cas de
la dengue a cause de nombreuses thrombopénies rapportées liées a I’infection par DENV

(https://solidarites-sante.gouv.fr/a-dengue-information-et-prevention).

3.1.2 Les thérapies contre les arboviroses : état des lieux

3.1.2.1 Les vaccins
Des stratégies vaccinales contre les arboviroses portent sur 4 types de vaccins (vaccin vivant

atténué, vaccin recombinant, vaccin inactivé et vaccin a8 ADN) et concentrent aujourd’hui une
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grande attention des chercheurs engagés dans la lutte contre les arboviroses. Parmi les 4
arboviroses décrites dans cette these, seul un vaccin contre la FJ est efficace et commercialisé
dans les zones d’endémicité. C’est un vaccin congu a partir de la souche 17 D du virus amaril
et qui est de type vivant atténué. Il est injectable et confere aux vaccinés une immunité au bout
de 10 jours et dure environ 10 ans (Bettie et al., 2020). Malgré cette efficacité, les autorités de
certains pays peinent a assurer un maximum de couverture, surtout en Afrique ou cette
arbovirose sévit. L’OMS ne recommande plus de rappel vaccinal chez les adultes, 10 ans apres
administration, comme precédemment. Ce changement pourrait constituer un risque de
réémergence de la FJ chez les adultes s’il y a une chute d’immunité vaccinale apres 10 ans.

Hormis le cas de la FJ, beaucoup d’efforts sont consentis pour le développement de nouveaux
vaccins contre les autres arboviroses, qui continuent de faire des victimes dans les populations
humaines. Ainsi, des essais cliniques sont par exemple mis en place en vue de concevoir des
vaccins qui soient efficaces, tolérés et accessibles aux pays en voie de développement. Les
travaux sur le vaccin contre la dengue semblent les plus avancés, et un vaccin a fait 1’objet
d’homologation et de commercialisation (Tableau 2). Le vaccin « Dengvaxia® » dirigé contre
les 4 sérotypes de DENV a été homologué en 2015 suite aux études cliniques menées en Asie
du Sud-Est et en Amérique du Sud (Guy et al., 2017). Cependant, des études posthomologation
dans I’optique d’apprécier I’innocuité du vaccin a long terme (étude de pharmaco-vigilance)
révele des inquiétudes. En effet, selon des études ce vaccin entrainerait des complications chez
les personnes séronégatives a la DENV et vaccinés par rapport aux individus séropositifs
vaccinés et cela ne serait pas lié a I’age des individus inclus dans le jeu de la vaccination
(Vannice et al. 2018). Depuis la commercialisation du vaccin « Dengvaxia® », 51 décés ont été
rapportés par les instigateurs du vaccin (groupe Sanofi-Pasteur). Ces déces ont été enregistrés
majoritairement chez les enfants vaccinés dont 1’age était compris entre 9-13 ans aux
Philippines et 15 de ces déces étaient dd au DENV (Sanofi Pasteur, 2017, OMS,2019 et Stephen

et al., 2019). La posologie de la « Dengvaxia® » exclut les enfants de moins 9 ans dans

I’administration de ce vaccin comme indiqué par «mes  vaccins.net »

(https://www.mesvaccins.net/web/vaccines/539-dengvaxia consulté le 24/01/2022).
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Tableau 2: Situation actuelles des candidats vaccins contre la dengue a base de virus virants aténués

ou inactivés purifiés (Tripathi and Shrivastava 2018).

Candidat vaccin et développeur

Approche et type
de vaccine

Statuts et
réferences

Dengvaxia (CYD-TDV) ; Sanofi pasteur

YF-17D avec la
structure de gene

prM et E
De  virus de
la dengue 1-

4 (Vaccin atténué
vivant

License (Guy et al.
2017)

TetraVax-DV-TV003/TV005 ; NIAID/NIH

Virus de la dengue
1/2/3/4 de longue
taille  dont il
manque 30 NT
dans la 3°UTR
(vaccin vivant
atténué)

Phaselll
(Whitehead 2016)

DENVax/TAKO003/TDV ;Takeda/lnviragen

Virus de Dengue 2
PDK53 avec la
structure chimere
de prM et E du
virus de la Dengue
1; 3 et 4 (Vaccin
atténueé vivant)

Phase 11
(SéaezLlorens et al.
2017)

TDEN ;WRAIR/GSK/

Virus dengue
1/2/3/4 PDK virus
(Vaccin atténué
vivant)

Phase Il (Bauer et al.
2015)

TDEN PIV ; WRAIR /GSK/Fiocruz

Virus de Dengue
1/2/3/4  formalin
inactivé  (Vaccin
atténué et purifie)

Phase | (Schmidt et
al. 2017)

3.1.2.2 Les thérapies curatives

Elles sont toujours a 1’état embryonnaire malgré quelques avancées notables ces dernicres

années. Par exemple pour le CHIK, I’administration d’immunoglobuline anti-CHIK

(CHIKVIg) provenant de plasma de patients en phase de convalescence de CHIK, semblerait

constituer une stratégie de prévention, un traitement sdr et efficace pour les personnes a risque

d’infection sévére, comme les nouveau-nés nes de meres virémiques et les adultes souffrant

d’affections sous-jacentes (Couderc et al. 2009). Pour la dengue, des médicaments sont en cours
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d’¢laboration ou déja identifiés afin de bloquer la réplication virale au sein de I’hote vertébré.
11 s’agit, pour ces médicaments, d’induire I’inhibition de 1’activité des protéases du virus telles
que NS3, NS5, E et ARN triphosphatase par administration singuliere ou en combinaison. Les
composées thérapeutique tels ZX-2401 et IFN et autres composées provenant des plantes en
sont des exemples (Ojwang et al. 2005; Yang et al., 2011; Huang et al. 2018; Massé et al. 2022)
Le succes des essais vaccinaux et les thérapies curatives seraient un outil idéal dans la
prévention des maladies a arbovirus. Malheureusement ces résultats mitigés ne sauraient
garantir dans un délai proche une protection efficace contre les arboviroses. La lutte
antivectorielle pourrait étre gage d’une prévention du contact entre les vecteurs et les hotes
humains, et le contréle des populations de vecteurs reste actuellement la seule méthode efficace

et utilisée (hormis le vaccin FJ) dans la protection et la lutte contre les arboviroses.

3.2 Lutte contre les vecteurs : Aedes et Culex

La lutte anti-vectorielle (LAV) dans le cadre du contréle des arboviroses humaines, vise
essentiellement a réduire les densités de populations des vecteurs et/ou leurs contacts avec
I’homme, a un niveau en dessous duquel elles ne seront plus en mesure d’entretenir une
épidémie d’arboviroses. Les différentes stratégies de lutte actuelles ciblent ainsi le moustique

a tous les stades de sa vie.

3.2.1 L’aménagement et ’entretien de I’environnement

De tout temps, I’homme a cherché a se protéger contre la nuisance dues aux piqires des
moustiques en agissant sur le milieu de vie de ces vecteurs. Ces moyens, qualifiés de lutte
physique, sont essentiellement basés sur I’aménagement ou la modification de I’environnement

(Mouchet et Carnevale,1991) et constituent le premier niveau de la lutte anti-vectorielle (LAV).

Contre le moustique Culex, qui se développe préférentiellement dans les collections d’eau
stagnante et polluée, la lutte physique se focalise plus sur ’assainissement et I’aménagement
du milieu urbain, qui consiste a €éliminer les collections d’eaux usées stagnantes. Contre les
Aedes, du fait de la nature domestique et péri-domestique des gites larvaires de ces vecteurs, de
vastes campagnes de sensibilisation et d’implication des populations visant la destruction
mécanique des gites larvaires sont menées (Abramides et al. 2011; Basso et al. 2015). Ces

actions permettent d’éliminer les gites larvaires potentiels et positifs, et permettent aussi de
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prévenir la formation ou la multiplication de nouveaux gites larvaires (en les vidant de leur eau
ou en les couvrant d’une moustiquaire pour empécher les femelles de venir y pondre).

Ces mesures tres simples, basées sur I’éducation sanitaire et la participation communautaire,
constituent un premier niveau de lutte pour prévenir la prolifération de Culex et Aedes dans les

villes africaines et européennes.

3.2.2 Les larvicides

L’utilisation d’insecticides de nature biologique, tels que Bacillus thuringiensis var
israelensis (Bti) et Bacillus sphaericus (Bs), est aussi indiquée pour la lutte contre les stades
larvaires des Aedes et de Culex (Margaret et al., 2001; Bravo et al., 2007 ; Ahmed et al., 2017),
surtout quand les gites sont inaccessibles ou s’ils contiennent de I’eau de consommation (cas
des Aedes). En plus de ces insecticides biologiques, les insecticides chimiques tels que le
témeéphos (Organophosphoré) et les pyréthrinoides ont longtemps été utilisés comme larvicides
dans la LAV (Tikhomirov, 1972; Smith et al., 2016). Des régulateurs de croissance d’insectes,
qui empéchent les larves de moustiques de terminer leur stade immature et d’atteindre le stade
adulte, tels que le pyriproxyféne ou le méthopréne ont également montré une efficacité a de
faibles concentrations (Francis et al. 2020). Les billes de polystyréne sont également employeées
pour couvrir la surface des eaux des gites dans les endroits clos afin d’empécher la ponte des
femelles des Culex. En effet, les billes de polystyrene, ont été utilisées en Makunchi, Zanzibar
(Tanzanie) dans le cadre de la réduction des densités de Culex quingquefasciatus se développant
des fosses septiques (Chavasse 1995 ; Curtis et al., 2005). Cette technique entraine la mort par
asphyxie des larves de Cx. quinquefasciatus. D’autres substances jouant un role de barricre
physique a la surface de 1’eau, comme de I’huile minérale, peuvent s’avérer efficaces sur

certains gites.

3.2.3 Lutte contre les adultes

Afin de renforcer la stratégie anti-larvaire, le stade adulte des Aedes et Culex est également
visé par les pulvérisations spatiales de treés faible volume d’insecticides (organophosphorés et
pyréthrinoides) afin d’interrompre la transmission durant les épidémies.

Bien qu’elles donnent des résultats intéressants, ces stratégies présentent malheureusement
des limites qui réduisent leur efficacité. Les mécanismes de résistance des adultes d’Aedes au

téméphos et aux pyréthrinoides démontrés par différentes études en sont les principaux
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obstacles (Kamgang et al. 2017; Catherine L. Moyes et al. 2017). A cela s’ajoute le probléme
de ressources financiéres et humaines (coit et main d’ceuvre), ainsi que les difficultés liées a
I’accés aux habitations du fait d’une faible adhésion des populations et de la non-acceptabilité
de certaines mesures lors des campagnes de LAV. Un autre probléme li¢ a I’utilisation de
composés chimiques est son effet sur I’environnement, particulierement sur la faune non cible.
Le développement de nouvelles stratégies de LAV pourrait constituer de pertinentes

alternatives.

3.3 Nouvelles méthodes de luttes contre les Aedes et Culex
Plusieurs nouvelles stratégies sont décrites comme pouvant avoir un impact considérable

dans la lutte contre les vecteurs des arbovirus. Parmi les plus probants, on peut citer :

= L’utilisation dans les gites larvaires du pyriproxyfeéne, un inhibiteur de croissance. Il a la capacité
de perturber 1I’émergence des adultes. Méme a de trés faibles doses, il reste efficace. Il aurait
aussi des effets sub-létaux sur la reproduction des adultes (Darriet., 1988; Suman, Wang, and
Gaugler 2015; Oscar et al., 2014)

= La manipulation génétique des vecteurs qui vise principalement a réduire la densité des vecteurs
mais aussi leur capacité vectorielle.

= L’utilisation des endosymbiotes bactériens comme la bactérie Wolbachia est une stratégie trés
prometteuse. Elle vise le contréle des populations d’4e. aegypti grace aux lachers de males
porteurs de Wolbachia, dits incompatibles ou stérilisants (technique de 1’insecte incompatible)
(Beebe et al. 2021). Mais cette approche exploite aussi une autre propriété de la bactérie
Wolbachia qui est de réduire la capacité des femelles a transmettre les virus. L’approche vise
alors un remplacement de populations grace aux lachers de femelles porteuses de Wolbachia
(Aliota et al. 2016; Kamtchum-Tatuene et al. 2017).

= La technique de I’insecte stérile vise également la réduction des populations de vecteurs et
repose sur les lachers massifs de moustiques males, préalablement irradiés, dans le milieu
naturel. Les ceufs issus de 1’accouplement entre un male stérile et une femelle sauvage ne sont
pas viables et ne donneront pas de progéniture, conduisant ainsi a la réduction des populations
de vecteurs (Tur et al. 2021).

= L’utilisation des matériaux imprégnés (rideaux, moustiquaire, tissus) largement déployés dans la
lutte contre le vecteur de paludisme et contre Culex aurait aussi montré une probable efficacité

contre les Aedes (Ponlawat et al. 2016).
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= Les piéges pondoirs a effet 1étal (Figure 9), présentent une efficacité sur les populations d’Aedes.
Ils sont constitués d’un petit récipient contenant de 1’ecau et d’une tige en bois ou en papier
imprégnée d’insecticide sur laquelle les femelles d’Aedes viendront pondre leurs ceufs.

L’insecticide est destiné a causer la mort des larves et/ou des femelles qui viendront pondre

(Parker et al. 2017).
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Figure 9 : Pondoir piége pour capturer les femelles d ’Aedes contenant de I'insecticide

(https://cdn-s-www.dna.fr/images/06622FE8-EC41-4B1F-97 ) consulté le 22/11/2021

IV.INDICATEURS ENTOMOLOGIQUES ACTUELS DANS L’EVALUATION DU
CONTACT HOMME-VECTEURS D’ARBOVIROSES.

4.1 Estimation de la densité des stades immatures

Pour évaluer le risque de transmission des arboviroses dans une zone donnée, des méthodes
entomologiques sont utilisées (Morales-pérez et al.,2020 ; Kosoltanapiwat et al., 2020). Elles
permettent d’estimer I’abondance des vecteurs dans une localité a une période donnée en

utilisant des indicateurs visant a estimer les densités des stades immatures.

L’¢évaluation de cette abondance des stades immatures, qui peut représenter par
extrapolation un proxy des densités des adultes des Aedes et des Culex, passe par le decompte

des larves et des nymphes. Ce décompte dans le cas des Aedes, permet le calcul des indicateurs
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stégomyiens que sont I’Indice Maison (House Index, HI) et de 1’Indice Réservoir (Container
index CI), correspondant au pourcentage de maisons/réservoirs infestés par des larves et/ou par
des nymphes, respectivement, et 1’Indice de Breteau (Breteau Index, BI) qui correspond au
nombre de réservoirs positifs (en larves et/ou nymphes) pour cent maisons enquétées. Ces
indicateurs sont aussi bien utilisés pour évaluer le risque de transmission des arbovirus que
I’efficacité d’une lutte anti-vectorielle (LAV). A titre d’exemple, une étude conduite dans la
ville de Brazzaville au Congo, a montré un haut risque de transmission des arbovirus dans les
sites d’études. Dans cette étude, le HI, BI et CI pour Ae. aegypti étaient respectivement de 27%,
38%, 23% et pour Ae. albopictus 33%, 50% et 27%. Ces indicateurs étaient bien supérieurs aux

seuils de risque de transmission des arbovirus établis par ’OMS qui sont de 5%, 5% et 20%
(Wilson-Bahun et al. 2020).

Ces indices n’ont pas toujours traduit la réalité d’exposition aux Aedes adultes (Bowrman
et al., 2014 ; Cromwell et al. 2017; Nasciemto et al., 2020). En effet, I’hétérogénéité de la
densité vectorielle au sein d’une zone d’étude ne peut pas étre déterminée a partir de ces indices.
Le CI ne porte que sur la proportion de réservoirs avec des stades immatures et ne donne pas le
nombre de réservoirs par maison. Le HI ne peut fournir que le nombre de réservoirs positifs au
sein d’une maison mais pas ceux qui se trouvent dans 1’espace péri-domestique. Et avec le B,
la productivité des réservoirs ne peut pas étre estimeée. Il apparait impossible d’estimer le risque

de transmission d’arbovirus avec cette méthode (Mbogo et al. 2003; Regis et al. 2013).

Ainsi, la pertinence de ces techniques entomologiques indirectes est-elle trés limitée pour
évaluer la réelle exposition de I’homme aux piqires des Aedes et par conséquent, le risque de
transmission d’arbovirus. De plus, elles ne rendent pas compte du niveau d’exposition au

niveau individuel.

4.2 Estimation de la densité des moustiques adultes

La collecte d’adultes de moustiques reste la méthode actuelle indispensable et la plus
performante pour évaluer le risque de transmission des pathogenes ainsi que ’efficacité des
moyens de lutte anti-vectorielle mis en place. Elle se fait au moyen de techniques telles que les
captures sur hommes (CSH), les aspirateurs a dos, ou encore les pieges visuels, mais présentent

elle-aussi de nombreuses limites d’efficacité et d’utilisation a large échelle sur le terrain.
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4.2.1 Capture sur Homme

La capture sur homme implique la participation de volontaires humains comme « appats »
pour attirer les femelles. Cette technique est décrite comme la plus sensible pour évaluer les
densités des vecteurs des arboviroses qui piquent effectivement I’Homme (Marquetti et al.
2000; Schoeler et al. 2004). Cependant, cette méthode se heurte a des problémes dans
I’application et dans les résultats. D’abord, le taux de piqlire par homme obtenu dans la capture
sur appat humain est un parametre qui varie au sein des aires géographiques, du fait de la forte
variabilité d’attractivité des hotes (Martinez et al. 2021), d’ou I’impossibilité d’extrapolation
de cette méthode a des zones plus grandes. Ensuite, cette méthode pose des problémes éthiques
évidents qui empéchent son application dans la capture des femelles d’Aedes et Culex. En effet,
il n’existe ni médicaments ni vaccin pour la majorité des arboviroses. Il est donc déconseillé
d’exposer « volontairement » (ou tout au moins sans surveillance médicale) des individus aux

virus responsables de ces maladies (Ndebele et al., 2012).

4.2.2 Capture a I’aide des aspirateurs électriques

Les techniques d’aspiration permettent de capturer les adultes d’Aedes et Culex au repos,
aussi bien a I’intérieur qu’a I’extérieur des maisons. Elles renseignent ainsi sur la biologie et
sur le comportement des vecteurs. Les aspirateurs ont pour grand avantage de capturer a la fois
les males et les femelles moustiques. Mais leur utilisation représente une tache ardue et pénible,

surtout pour la capture des femelles d’Aedes (Scott and Morrison 2004).

4.2.3 Les piéges visuels et électriques

La capture par piéges permet a la fois la surveillance de la circulation des pathogeénes,
I’estimation et la réduction de la densité des ceufs et des formes adultes des moustiques (Engler
etal. 2013; Xavier et al. 2020; Rossi da Silva et al. 2021). Plusieurs types de piéges sont utilisés
pour échantillonner les populations adultes et les ceufs des moustiques dont entre autres : les
pieges collants, pondoirs piéges, les pieges « Fay-prince», les pieges «CDC Wilton», le «
Double BR-OVT » ou encore les piéges «<BG-Sentinel 1 et 2 » et « le mosquito Magnet Pioneer
(Figure 10A et 10B).
Le «BG-Sentinel 1 et 2 » et « le mosquito Magnet Pioneer » sont des piéges qui émettent grace
a une bouteille de gaz un flux continu de CO2, combiné aux attractant (Octénol, Attrakta ...)
qui miment 1’odeur corporelle des humains. Cette combinaison de COz2 et d’Octénol attire les

moustiques (Aedes aegypti, Aedes albopictus et Culex) ainsi que d’autres insectes piqueurs
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(phlébotomes, moucherons...) vers les orifices aspirant de ces pieges. Ce type de piége capture
non seulement les femelles a la recherche de nourriture mais aussi des méles.

Les pieges pondoirs peuvent participer a réduire la population des femelles déja gorgées de
sang et éventuellement infectées par des arbovirus (Degener et al. 2014; Eiras et al. 2021). Un
inconvénient de I’utilisation de piéges comme outils de contrdle des Aedes dans les zones
urbaines est la nécessité de les déployer dans des propriétés privées, nécessitant ainsi le
consentement et I'acceptation des résidents. Une autre limite logistique est le déploiement en
grand nombre dans la majorité des maisons pour avoir un effet significatif sur la réduction des
densités des vecteurs (Degener et al. 2014). A cela s’ajoute le cotit des picges et les biais liés a
I’attirance seulement des femelles gravides dans ces picges.

Toutes ces limites réduisent ainsi la capacité de ces méthodes entomologiques a évaluer
efficacement le risque de transmission des arboviroses. Il est donc crucial de développer de
nouvelles techniques plus sensibles, moins codteuses, faciles a utiliser sur le terrain, plus
précises et qui mesurent le contact réel Homme-vecteur tant au niveau individuel qu’au niveau
communautaire.

Dans cette optique, 1’étude des relations immunologiques homme/vecteur au cours de la
prise de sang du moustique constitue un axe de recherche intéressant. Ceci ouvre ainsi la voie
pour le développement de nouveaux outils d’évaluation de 1’exposition des Hommes aux

pigdres des vecteurs.
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Figure 10: Pieges a moustiques . (A) Mosquito Magnet Pioneer. (B) BG-Sentinel 2

www.excellium-antinuisibles.com/452-mosquito-magnet-pioneer-piege-anti-

moustiguesgrandes-surfaces Consulté le 25/01/2022 edialux.fr/moustiques/2312-3022-

biogents-bg-sentinel-edialux-piege-moustique. Consulté le 25/01/2022

V. INTERACTIONS PHYSIOLOGIQUES DU CONTACT HOTE-VECTEUR : ROLE
DES PROTEINES SALIVAIRES DU VECTEUR AU COURS DU REPAS SANGUIN

Les arthropodes hématophages se scindent en deux groupes de par la stratégie utilisée pour
le repas sanguin : les solénophages et les telmophages. Les solénophages (moustiques,
punaises, glossines) insérent directement leurs pieces buccales effilées et creuses dans un
vaisseau sanguin (capillaire ou veinule) puis aspirent directement le sang qui y circule. Quant
aux telmophages (Simulies, Phlébotomes, tiques...), ils s’alimentent du « micro lac » de sang

né de la lacération de la peau de 1I’hdte vertébré.

En réponse a cette agression, I’organisme de 1’hote vertébré réagit en mettant en place des
mécanismes de défense pour empécher la perte de sang et pour se défendre contre cette
agression extérieure. Ces mécanismes sont notamment les réactions hémostatiques (agrégation
plaquettaire, vasoconstriction, coagulation), inflammatoires ou encore immunologiques
(Figure 11)

L’insecte, pour mener & bien sa prise de repas sanguin, a développé a son tour des stratégies
pour contrecarrer ces mécanismes de défense de I’hdte vertébré, en produisant des composés

salivaires protéiques ayant des propriétés : i) pharmacologiques qui vont inhiber les réactions
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hémostatiques, inflammatoires déclenchées par 1’hote comme mécanismes de défense et ii)
modulatrices de la réponse immunitaire de 1’hote vertébré que 1’hdte développe contre cette

agression de I’insecte.

The arthropod vector
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Figure 11: Schéma des étapes de l'interaction entre I'Homme et le vecteur

(1) le vecteur injecte ses protéines salivaires dans la peau humaine pendant le probbing, (2)
les protéines salivaires a l’intérieur de la peau de ['héte prennent le contréle du systeme
hémostatique en inhibant [’activation des plaquettes, le mécanisme coagulation et
d’inflammation, (3) les protéines salivaires modulent la réponse immunitaire humaine et
favorisent la production d’Ac anti-salives et (4) Au cas ou le vecteur Serait porteur d’agent

pathogene, les protéines salivaires contribueront a sa transmission a [’homme.

5.1 Réle des proteines salivaires des vecteurs dans le bon déroulement du repas sanguin
Les interactions Homme-vecteur lors du repas sanguin du vecteur font intervenir des
mécanismes facilitant la prise de sang par I’arthropode et, si I’insecte est infecté, la transmission
des pathogénes présents dans sa salive (Kazimirova et Stibraniova, 2013). Le succeés de ces
phénomeénes est le fait des composes salivaires protéiques comme cité ci-dessus, et se situe
donc au cceur de cette interface hote vertébré et insecte vecteur a travers leurs effets

pharmacologiques et immunologiques exercés lors de la piqdre (Figure 12).
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Figure 12:Représentation schématique des mécanismes d'inhibition de la réaction hémostatique
des vertébrés die a des protéines salivaires d'arthropodes hématophages

Les protéines appartenant a une méme famille d’arthropodes sont indiquées par une méme
couleur. Les différentes familles d’arthropodes sont indiquées au bas de la figure (Fontaine et
al., 2011a).

Certaines de ces molécules, en plus d’étre impliquées dans les mécanismes d’inhibition de
la réponse hémostatique, peuvent également intervenir dans les mécanismes biologiques visant
a empécher I’initiation de la réponse immune ou a la moduler, généralement développé par

I’hdte pour €éliminer les corps étrangers de son organisme.

5.1.1 Propriétés pharmacologiques : inhibition de la réponse hémostatique
de I’hote

Pour lutter contre cette perte de sang, correspondant typiquement a une plaie de type
« coupure/blessure » au niveau de la peau, 1’organisme de 1’hote réagit par une réaction
hémostatique incluant trois phénomenes : 1’agrégation plaquettaire, la réduction du diametre du
vaisseau endommagé (ou vasoconstriction) et la coagulation du sang. Ces réactions de défense
de I’hote piqué, empécheront ainsi le bon déroulement de la prise de sang de I’arthropode.
Pour contourner cette réaction hémostatique, les arthropodes ont di développer, produire et
sécréter au cours de leur évolution des substances pharmacologiques qui leur permettent de

s’alimenter sans entraves (Francischetti et al. 2009). lls injectent alors continuellement de la

41



salive sous le derme de I’hdte pour contrecarrer les défenses de 1’hdte et maintenir ainsi

I’hémorragie (Yoshida et al., 2008; Figueiredo et al., 2012).

5.1.1.1 Inhibition de ’agrégation plaquettaire chez I’hote vertébré

L’agrégation plaquettaire est la premiere ligne de défense de 1’hote vertébré pour éviter la
perte de sang lors d’une blessure. Elle se met en place trés rapidement. La lésion de
I’endothélium par les pieces buccales de I’insecte piqueur entraine une libération d’adénosine
diphosphate (ADP) par les cellules endommagées et de collagéne par cellules sous
endothéliales. Les plaquettes, présentes dans le sang, réagissent a cette augmentation de I’ADP
en adhérant entre elles sous I’endothélium et s’activent. La salive des insectes contient des
molécules anti-agrégantes pour fluidifier le sang et permettre ainsi une prise de sang de plus
rapide et compléte. Plusieurs études ont montré une diversité de nature, de structure et du mode
d’action de ces protéines suivant des genres ou des especes de vecteurs hématophages (Ribeiro
1995; Figueiredo et al. 2012).

L’une des plus ubiquistes de ces protéines salivaires d’arthropodes hématophages est

I’apyrase. Elle se trouve dans la salive des arthropodes hématophages tels que les simulies

(Cross et al.,1993), Lutzomiya longipalpalis (Charlab et al. 2000), Rhodnius (Sarkis et al.,
1986), Glossina morsitans (Alves-Silva et al. 2010) et les moustiques (Champagne et al., 1995
; Nascimento et al., 2000). La différence entre les apyrases des especes se concrétise au niveau
de leur Ph optimum d’action et de la nature des cations divalents requis pour leur activation
(Ca%" ou Mg@2". L’apyrase a une trés grande importance dans le comportement alimentaire des
moustiques (Ribeiro et al.,1985 et 1987). Agissant au point de Iésion di a la piqtire, I’apyrase
hydrolyse I’ADP et ’ATP en AMP (Adénosine Monophosphate) et en phosphate inorganique,
réduisant ainsi le taux d’agoniste ADP au niveau du site de piqlre et donc de minimiser
I’activation des plaquettes. Elle intervient également dans [D’inhibition des réactions
inflammatoires de 1’hdte vertébré (Ribeiro et al., 1991).

Chez Ae. aegypti par exemple, I’acgyptine, a un effet sur 1’agrégation plaquettaire pendant
la prise de repas (Chagas et al. 2014). L’apyrase longuement étudiée chez les punaises de lit et
commune a plusieurs autres arthropodes joue également le méme rdle (Francischetti et al. 2010;
Svensjo et al. 2012).
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5.1.1.2 Inhibition de la coagulation sanguine

Suite a la perforation de la peau de I’homme par le vecteur, le processus de coagulation de
sang se met en place pour limiter la perte de sang. Pour contourner cela et prendre leur repas
rapidement, les insectes ont des stratégies leur permettant de contourner ce processus de
coagulation. Certains produisent des facteurs anticoagulants, d’autres des molécules qui
interagissent a différents niveaux dans la formation du caillot. Elles ciblent spécifiquement les
protéines de type sérine-protéases ou les complexes de la cascade de coagulation dans le but de
bloquer ce processus le temps que le vecteur prenne son repas sanguin. L’anopheline et
I’aegyptine isolée des glandes salivaires des anophéles de |’Aedes aegypti respectivement
agissent ainsi sur les différents facteurs de la coagulation du sang de I’hote (Calvo et al., 2007;
Figueiredo et al., 2012).

5.1.1.3 Role vasodilatateur des protéines salivaires des arthropodes
hématophages

Lorsque le vecteur pique ou lacére la peau de 1’hote, les substances vasoconstrictrices
endogenes telles que TXA2 et la sérotonine sont sécrétées pour réduire le diamétre des
vaisseaux afin de limiter la perte de sang. Le vecteur injecte des protéines vasodilatatrices au
site de piqQre qui interagissent avec les récepteurs endogénes des hotes vertébreés.
Les sialokines I et IT d’Ae. aegypti identifieées comme vasodilatatrices (Champagne et Ribeiro,
1994), ont un effet semblable a celui du maxadilan (MAX), découvert premiérement chez

Lutzomyia longipalpalis.

5.1.1.4 Inhibition de la réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire est un moyen de défense immunitaire non spécifique de I’homme
lorsque celui-ci se blesse a un endroit de son corps. Suite a la perforation de la peau de I’hote
par les pieces buccales de l’insecte, il se met alors en place chez I’homme la réaction
inflammatoire qui se caractérise par la triple réponse de Lewis : douleur, chaleur et rougeur.
Les deux derniers signes cités résultent d’une vasodilation locale. Le complexe
prékallikréineHK et le collagene libéré par les cellules détruites, vont activer la voie endogéne
ou systéme contact qui libére de la bradykinine, un médiateur de 1’inflammation, responsable
douleur (Colman et al., 1997). L’ATP libéré par les cellules 1ésées active les polynucléaires

neutrophiles qui s’accumulent et dégranulent au niveau du site de piqiire (O’Flaherty et al.,
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1994). lls liberent des cytokines (IL-1, IL-6 et TNFa) responsables de 1’augmentation de la
douleur et du développement de la réponse immune inflammatoire non spécifique (Cook et al.,
2002). La sérotonine et I’histamine libérées par les plaquettes et les mastocytes sont également
impliquées dans 1’exacerbation de la douleur et dans 1’augmentation de la perméabilité des
vaisseaux. De nombreuses molécules interagissent pour générer la douleur qui accompagne
I’inflammation (Milan et al., 1999).

Les insectes possédent au sein de leur salive des molécules capables d’inhiber chez 1’héte
la sensation de douleur que provoquerait la réaction inflammatoire. Ces protéines salivaires
appartiennent a la famille des protéines D7. Selon des études, ces protéines seraient capables
de transporter des petites molécules hydrophobes intervenant dans la facilitation de la prise de
sang par les insectes, de ’hémostasie et de I’inflammation (Valenzuela et al., 2002, Arca et al.,
2002 ; Calvo et al., 2002). Elles seraient aussi capables de capter des médiateurs de la réponse
hémostatique de ’homme tels que la sérotonine, 1’histamine, la norépinephrine (Arca et al.,

2002, Calvo et al., 2006).

5.1.1.5 Propriétés immunologiques des protéines salivaires de vecteurs

Parmi les composantes protéiques salivaires des arthropodes hématophages, en plus des
propriétés pharmacologiques, certaines protéines salivaires présentent aussi des propriétés
immunologiques. Elles ont la caractéristique de pouvoir moduler les réponses immunitaires de
I’hdte vertébré et/ou sont immunogéniques et ainsi peuvent induire, chez 1’Hote vertébré, des
réponses immunitaires, notamment Anticorps (Ac) spécifiques (IgM, IgE et IgG)) anti-

protéines salivaires (Imperato et al., 1969 ; Brossard et al., 1979,). Ribeiro et al. 2007).

5.1.1.6 Modulation de la réponse immune de I’hdte par la salive des

arthropodes

Les protéines salivaires peuvent ainsi €tre responsables d’une immunomodulation locale
qui, par un effet adjuvant ou immunosuppresseur, va impacter le développement de la réponse
immune innée et adaptative (donc spécifique a des antigénes) de 1’héte.

A titre d’exemple, la réponse immunitaire de type Th2 (production de cytokines IL-4, IL5,
IL-10 majoritairement) est boosté au détriment de la réponse de Thl (production de cytokines
IFN-y, TNFa, IL-12 majoritairement) aprés une co-inoculation d’extraits de glandes salivaires
de Ae. aegypti a des souris en conditions expérimentales (Schneider et al., 2004) . De plus, la

sialokinine, protéine vasodilatatrice, présente dans la salive des moustiques du genre Culex et
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Aedes est aussi capable de modifier 1’équilibre de la production de cytokines Thl /Th2 en
favorisant une réponse de type Th2 avec la production des interleukines IL-4 et IL-10 (Zeiner
etal.,1999). Chez Ae. aegypti, il a été démontré qu’une protéine salivaire de 20 kDa favoriserait
la production de la réponse de type Th2 par la production d’IL-4 chez les cellules CD4+ tout
en réduisant 1’expression de la réponse de type Thl par la baisse de la production IFN-y. Les
conclusions de ces travaux indiquaient ainsi que le facteur SAAG-A était capable de stimuler
la différenciation des cellules CD4+ (Boppana et al.,2009). Les tiques, qui ont un mode
d’alimentation différent de celui des moustiques, possédent aussi dans leur sialome des
protéines capables de favoriser une réponse de type Th2 (Mejri et al., 2001 ; Schoeler & Wikel,
2001 ; Mejri & Brossard,2007). La salive des simulies présente également des propriétés
immunosuppressives sur I’activité des cellules T. Leurs piqlres inhiberaient la capacité de
présenter les antigenes par les cellules immunes en diminuant 1’expression des molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de type II (29).

La salive, a travers ces composantes protéiques, affecte donc le fonctionnement des acteurs
de I’'immunité innée et adaptative (Figure 13). Ces actions immunosuppressives des protéines
salivaires des vecteurs exercés sur les réponses immunes de 1’hdte pourraient fournir un

environnement favorable a la transmission des agents pathogenes (Ribeiro et al., 1987).
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Figure 13: Représentation schématique des mécanismes de modulation de la réponse immunes des
vertébrés dle a des protéines salivaires d'arthropodes hematophages au moment du repas sanguin
de ces derniers

Les protéines appartenant a une méme famille d’arthropodes sont indiquées par une méme
couleur. Les différentes familles d’arthropodes sont indiquées au bas de la figure (Fontaine et al.,
2011a).
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5.1.1.7 Transmission des pathogénes et développement de I’infection chez I’héte
vertébreé : réle des protéines salivaires des arthropodes

Le développement des effets immuno-modulateurs peut aussi avoir des conséquences sur
la transmission des pathogenes et le développement ou la réduction des pathologies associées
(Titus and Ribeiro 1988; R. V. Morris et al. 2001). L’injection d’extraits salivaires ou
I’exposition aux piqires des phlébotomes non infectés a des souris semble induire une
augmentation de la production d’IFN-y et semble protéger les souris contre I’infection aux
Leishmania (Kamhawi et al. 2000; Rohousova and Volf 2006; Drahota et al. 2009). Ces
observations suggerent la possibilité intéressante que la vaccination de 1’hote contre des
composants salivaires des vecteurs pourrait inhiber la transmission des pathogénes en
particulier Leishmania. De maniére intéressante, une pré-exposition aux antigenes salivaires
pourrait s’avérer « protectrice » sur I’infection/pathologie. Elle n’a pas les mémes effets sur la
réponse immune de 1’héte que la co-injection simultanée de pathogenes et de salive qui, dans
ce cas, exacerbe la pathologie en inhibant la réponse immunitaire de Type Thl par une
activation de la prolifération des lymphocytes T et une baisse de production des cytokines
associées, I'[L-12 et I'IFN-y (Mbow et al. 1998; Lestinova et al. 2017). De méme, la
préexposition des bovins aux piqlres de la tique Rhipicephalus microplus favoriserait une
résistance et une protection a la transmission des agents pathogénes car les bovins résistants ont
un taux d’Ac anti-salive totale de tique supérieur aux bovins sensibles (Garcia et al. 2017).

Les protéines salivaires extraites des glandes salivaires d’Aedes aegypti et Culex
quinquefasciatus non infectés sont, en revanche, favorables a la réplication du West Nile Virus
(WNV) et a ’inhibition les réaction inflammatoire initiées par les kératinocytes infectés par
WNV, en modéle expérimentale (Schneider and Higgs 2008; Schneider et al. 2010). Cette
immunomodulation locale induite par I’exposition aux piqdres d’Aedes augmenterait
I’inflammation et permettrait ainsi aux virus de se répliquer au sein de la kératinocyte, cellule
effectrice de I’immunité innée par inactivation des substances antivirales de cette cellule
(Garcia et al., 2018). Chez Ae. aegypti aussi, une protéine le «salivary factor LTRN»,
faciliterait la transmission du virus Zika par son effet immunomodulateur (Pingen et al.,
2017;Jin et al., 2018). Cet effet facilitateur est donc opposé a 1’effet protecteur induit par la
réaction inflammatoire développée au site de piqlre suite a des pré-expositions répétées aux
phlébotomes et aux tiques (Belkaid et al. 1998; Garcia et al. 2017).
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La pré-exposition aux antigenes salivaires induirait ainsi un microenvironnement particulier
qui serait favorable ou non a la transmission des pathogenes par un effet immunomodulateur
au site de piqlre. Cela pourrait étre une voie exploitable dans 1’établissement des vaccins
constitués des composants salivaires des vecteurs et donc offrirait les moyens prophylactiques
aux infections des humains par les arbovirus.

En exploitant cette voie dans le cadre des études réalisées sur la leishmaniose, il a été
démontré qu’il est fort possible de prévenir les maladies a transmission vectorielle en exploitant
le potentiel immunosuppresseur de la salive des arthropodes pour développer des vaccins. Des
souris pré-exposées a la salive de Lutzomyia papatasi avant d’étre infectées par Leishmania
major, présentaient une résistance au développement de la leishmaniose et guérissaient plus

vite de I’infection que leurs homologues non pré-exposees (Morris et al., 2001).

5.1.2 Approche vaccinale contre la transmission des agents pathogenes aux
hotes vertébrés

Dans la quéte des solutions de préservation de la santé des vertébrés en générale et en
particulier celles des humains contre les maladies a transmission vectorielle, les composants
salivaires des vecteurs offriraient une voie de recherche intéressante pour produire des vaccins.
Plusieurs vaccins candidats ont été elaborés en exploitant le pouvoir immunosuppresseur des
certaines protéines salivaires chez plusieurs arthropodes (Manning et al. 2018). Un exemple
probant est la protéine Salpl5 du sialome de la tique Ixodes scapularis, impliqué dans la
transmission du spirochete Borrelia burgdorferi, responsable de la maladie de Lyme. Des
souris inoculées avec la forme recombinante de cette protéine en laboratoire, ont montré une
résistance a la transmission du Borrelia burgdorferi (Dai et al., 2009 ; Neelakanta and Sultana
2015)). De méme, des souris inoculées avec le MAX sous forme recombinante, cette protéine
vasodilatatrice, a permis a ces souris de produire des Ac anti-MAX conduisant ainsi a une
inhibition les fonctions vasodilatatrices de ces protéines. Cela aiderait I’hote vertébré a limiter
la perte de sang et empécherait le vecteur de s’alimenter et donc empécherait de transmettre les
agents pathogenes qu’il contiendrait dans sa salive. Ces effets semblent marcher avec L.
longipalpis car ces Ac anti-MAX n’ont pas d’influence sur la prise de repas de sang de P.
papatasi (Mathews et al., 1996). Aussi, une forte réponse cellulaire anti-protéines salivaires
pourrait inhiber le bon déroulement de la piqiire en contrecarrant 1’effet anti-inflammatoire de
certaines protéines salivaires et/ou en orientant la production des cytokines localement au site
de la pigQre (Mbow et al., 1998).
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Enfin, I’invasion des glandes salivaires du vecteur par les agents pathogénes ingurgités lors
de la pris de repas sur un hote infecté, pourrait étre bloquer par les anti-protéines salivaires
produit par un hote préalablement vacciné avec une protéine salivaire de vecteur (Barreau et
al.,1995 ; Brennan et al., 2000).

Nonobstant ces résultats encourageant, I’immunisation préalable des hdtes avec des
candidats vaccins a base des protéines salivaires n’offre pas tous les effets inhibiteurs
recherchés. C’est le cas de la recombinante rD7, de la protéine D7 de 36 kDa immunogeénique
et abondante dans la salive de Culex tarsalis, un vecteur du virus de WNV. Une exacerbation
de la maladie du WN a été observée chez des souris qui ont pourtant été préalablement
vaccinées avec le rD7 (Reagan et al., 2012). Ceci a permis aux auteurs de conclure que
I’abondance et l'antigénicité des protéines salivaires ne garantissait pas obligatoirement le
pouvoir vaccinal de ces protéines (Reagan et al., 2012). D’autres composants salivaires d’Ae.
aegypti comme la sérine protéase CLIPA3 et la protéine 34 kDa sont fortement impliqués dans
I’exacerbation de I’infection des hotes vertébrés au virus de la Dengue (Conway et al. 2014;

Surasombatpattana et al. 2014).

5.1.3 Réaction allergiques chez I’hote et diagnostic de niveau d’exposition

I1 a été noté de nombreuses fois des réactions d’hypersensibilité (retardée ou immédiate)
chez les hotes aprés des piqlires d’arthropodes. Ces réactions ont généralement été
accompagneées de la production importante des immunoglobulines d’isotype E et G (IgE et
IgG1 et 1gG4) spécifiques aux protéines de la salive des arthropodes (Reunala et al., 1994 ;
Peng et al., 1995).

Dans I’optique de développer des outils de diagnostics et de traitements de I’homme contre
les réactions d’hypersensibilité ou réaction allergiques, les protéines salivaires allergisantes
contres lesquelles sont produites ces IgE et 1gG ont été caractérisées au cours de plusieurs
travaux de recherches. Les moustiques et les tiques ont été les arthropodes hématophages les
plus identifiés comme ayant le plus grand nombre de protéines allergisantes chez I’Homme
(Brummer-Korvenkonto et al., 1997 ; Jeon et al.,2001 ; Peng and Simons, 1997 ; Gauci et al.,
1998 ; Parmar et al.,1996). Chez I’espéce Ae. aegypti par exemple, ’apyrase de 68 kDa (rAed
al), une protéine de 37 kDa appartenant a la famille de D7 (rAed a2) et la protéine 30 kDa sont
au nombre de ces protéines (Peng et al.,2002 ; Peng et al., 2006). Les formes recombinantes de
ces protéines testées sur les humains ont induit, non seulement une réaction cutanée au niveau

du site de la piqlre, mais aussi une production conséquentes d’Ac IgE (Fe and Z 2001; Peng
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and Simons 2004, Peng et al., 2006). 11 a aussi été démontré que les taux d’anticorps d’IgG4 et
IgE anti-proteines salivaires de Ae. aegypti, de Culex et d’Anopheles pourrraient indiquer des
niveaux d’exposition intense aux piqares de ces vecteurs (Reunala et al., 1994 ; Palusio et al.,
1997).

Ainsi, le diagnostic et le traitement des allergies pourraient bénéficier du pouvoir
immunogene de ces protéines identifiées chez d’autres arthropodes hématophages (Bircher et
al., 2005). Elles peuvent aussi étre utilisées pour identifier les personnes les plus exposées aux
pigdres des vecteurs. Le tableau 3 regroupe d’autres protéines salivaires recombinantes et leurs

diverses applications.

Tableau 3 :Protéines salivaires recombinantes d'arthropodes et leurs diverses applications

(Peng and Simons 2004; Poinsignon et al. 2010).

Proteines  Organimes Informations additionelles MM (kDa) Application

rAed al Aedes aegypti Apyrase salivaire 68 Allergy

rAed a2 Aedes aegypti Appartient a la famille D7 37 Allergy

rAed a3 Aedes aegypti Allergene salivaire 30 kDa 30 Allergy

TAg5 Glossina m. morsitans Tse Tse Antigen 5 28,9 Allergy

Maxadilan  Lutzomyia longipalpis - 9,5 Vaccine candidate
SP15 Phlebotomus papatasi - 15 Vaccine candidate
Rljm19 Lutzomyia longipalpis - 11 Vaccine candidate
Salp15 Ixodes scapularis - 14,7 Vaccine candidate
Gsgb Anopheles gambiae - 10 Immunogial biomarker
Rljm11 Lutzomyia longipalpis Protéine liée au jaune 43 Immunogial biomarker
Rljm17 Lutzomyia longipalpis Protéine liée au jaune 45 Immunogial biomarker

5.2 Autres fonctions de la salive des insectes

Outre ces fonctions inhibitrices, la salive des moustiques remplit bien d’autres fonctions qui
participent aussi a sa survie. En effet, la salive des moustiques méales et femelles permet la
solubilisation, I’ingestion et la digestion des oligosaccharides ingérés au cours des repas sucrés.
Chez ces insectes, une a-glucosidase est responsable de la digestion des molécules de sucre
prises lors des repas sucrés (Souza-Neto et al. 2007). Des substances bactéricides contenues
dans la salive des Aedes, protegent leurs pieces buccales et leur salive des invasions

bactériennes. Dans la salive de ces derniers, des estérases ont aussi été identifiées.
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VI. INDUCTION DE REPONSES ANTICORPS ANTI-PROTEINES SALIVAIRES DES
ARTHROPODES : APPLICATIONS POTENTIELLES DANS LE CONTROLE

DES INFECTIONS TRANSMISES PAR LES ARTHROPODES

Parmi les protéines salivaires d’arthropodes hématophages, certaines sont
immunogéniques. Elles induisent la synthése d’anticorps (Ac) spécifiques IgM, IgE et IgG
(Billingsley et al., 2006; Fontaine et al., 2011). Il a été démontré une corrélation entre la
quantité de ces immunoglobulines (lg) et le niveau d’exposition de 1’hdte aux piqires
d’arthropodes (Peng et al. 2002; Poinsignon et al. 2008; Doucoure et al., 2012a). La
composition isotypique et l’intensité de cette réponse anticorps spécifique peuvent-étre
¢galement modifiées dans le temps suivant I’antécédent d’exposition, 1’intensité d’exposition
et la physiologie de 1’hote (Belkaid et al., 2000 ; Volf et al., 2000; Choumet et al., 2007; Prates
et al., 2008).

L’étude de ces réponses Ac anti-salive, pourrait donc constituer un outil d’évaluation du
niveau d’exposition des hommes aux piqlres des vecteurs, d’indicateur de risque de
transmission des arbovirus, d’orientation des stratégies de LAV et d’évaluation des LAV en

complément des méthodes entomologiques classiques.

6.1 Réponse Ac anti-protéines salivaires des arthropodes : un marqueur
immunologique d’exposition aux piqiires de vecteurs hématophages

De par leurs propriétés immunogéniques, certaines protéines salivaires d’arthropodes,
comme décrites plus haut, peuvent étre antigéniques et ainsi induisent une production d’Ac
spécifiques lorsque I’hdte est exposé aux piqires de ces arthropodes. Les personnes exposées,
par exemple, aux pigdres des glossines, des tiques, des Anophéles, des Aedes, et autres
arthropodes, ont développé un niveau d’Ac anti protéines-salivaires plus important que des
personnes non exposées (Elfving et al., 2008; Poinsignon et al., 2008; Doucoure et al., 20123,
2012b). La découverte dans le sérum de soldats francais des Ac 1gG anti-salive d’Anopheles
gambiae et d’Ae. aegypti, aprés un séjour de 5 mois en zone tropicale et dans le sérum de
voyageurs ayant séjourné en zones tropicales (Orlandi-Pradines et al., 2007 ; Londono-Renteria
et al., 2013), constitue un argument en faveur de la relation entre le niveau d’exposition aux

vecteurs et la synthése des Ac anti-salive d’arthropodes. Le niveau de ces réponses Ac
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spécifigues notamment les 1gG, a la salive totale, chez ces individus exposés était fonction de

I’intensité d’exposition de ces derniers aux piqires (Figure 14)
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Figure 14: Intensité de réponses Anticorps (DO) en fonction de l'intensité d'exposition des
Hommes a des vecteurs (Poinsignon et al., 2008)

Les réponses anticorps anti-EGS sont positivement corrélées avec les densités de vecteurs.

En comparant la densité des vecteurs évaluée par les méthodes entomologiques classiques
et les taux d’Ac anti-salive chez les individus d’une zone rurale du Sénégal, les auteurs ont
montré une association positive, au niveau populationnelle (comparaison de foyers) entre
niveau d’exposition aux vecteurs Anopheles gambiae et réponse Ac anti-salive totale
d’Anopheles chez I’héte (Remoué et al., 2006). Les mémes observations ont été faites lors
d’une étude conduite en Bolivie. Dans cette étude le taux d’Ac IgG anti-salive totale d’Ae
aegypti était positivement 1ié au niveau d’exposition des populations d’étude a 1’de. aegypti en
milieu urbain. Dans cette étude, suivant les parametres entomologiques d’exposition (stade
larvaire et nymphale), 68,5 % et 72,6 % d’individus immédiatement exposés aux piqlires de
I’de. aegypti, c’est-a-dire vivant dans les maisons ou les nymphes d’Ae aegypti ont été
collectées, avaient une réponse Ac anti- EGS d’Ae aegypti important que celles des individus
vivant dans les maisons ou les larves ont été principalement collectées. Les niveaux de réponse
Ac IgG anti-salive étaient liés a I’intensité du contact de I’lhomme avec les vecteurs (Doucoure
et al., 2012a). Au Sud de la France Métropolitaine, les réponses IgG anti-EGS d’Ae. albopictus
ont éte évaluees dans le sérum des individus ages de 44 a 99 ans, ceci en fonction des facteurs
de risque (facteurs socio-environnementaux). Il est ressorti de cette étude que les individus

vivant dans les appartements avaient un taux d’Ac IgG anti-EGS d’de. albopictus plus
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important que ceux qui vivaient en maison individuelle, suggérant que les appartements
constitueraient un lieu privilégié de concentration des densité d’Ae. albopictus (Poinsignon et
al. 2019);

L’évaluation du niveau de la réponse Ac spécifique a la salive d’un certain nombre
d’insectes vecteurs peut €tre ainsi utilisée pour montrer non seulement 1’exposition mais aussi
le degré d’exposition de I’homme aux piqtres de ces arthropodes. La réponse IgG anti-salive
des vecteurs constituerait un biomarqueur immuno-épidémiologique pertinent pour évaluer
I’exposition de ’homme aux piqlres d’arthropodes et au risque de transmission d’agents
pathogénes (Remoué et al., 2006). Au niveau individuel, le nombre de piqlres regues serait
proportionnel a la quantité d’Ac anti-salive chez cet individu (Remoué et al., 2007)

Par ailleurs, de fortes concentrations d’IgG anti-salive d’An. dirus et d’An. darlingi mises
en exergue chez les patients parasités par Plasmodium falciparum ou plasmodium vivax
contrairement a ceux vivant hors de la zone endémique, montrent ainsi qu’il est possible
d’utiliser la réponse IgG anti-salive des vecteurs comme un indicateur de risque
d’infection/transmission de paludisme dans une zone donnée (Londono-Reteria et al., 2020).
Une ¢étude s’intéressant a 1’évaluation du risque de transmission du paludisme chez les enfants
de moins de 5 ans au Sénégal a pu démontrer que les enfants parasités présentaient un niveau
d’anticorps plus élevé que ceux qui étaient exempts de toute affection (Papa M. Drame et al.
2015).

Enfin, les réponses Ac anti-salive totale ont été exploitées & 1’{le de la Réunion afin d’évaluer
la LAV. Cette étude a conclu a I'efficacité de cette LAV menée. En effet, la comparaison du
niveau d’IgG anti-salive totale d’Ae. albopictus avant et aprés I'implémentation de la LAV a
montré une réduction progressive du niveau des IgG anti-salive deux semaines apres la LAV,

et jusqu’a la 6éme semaine (Figure 15)
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Figure 15 : Evolution de la réponse 1gG anti-salive des individus avant et apres I'implementation
de la lutte anti-vectorielle (VCI) contre I'Ae. albopictus sur I'lle de la Réunion. To= Réponse 1gG
anti-salive avant I’implementation de la lutte antivectorielle

To+15= Réponse 1gG anti-salive 15 jours apreés l'implementation de la lutte antivectorielle
To+ 30= Réponse IgG anti-salive 30 jours apres I'implementation de la lutte antivectorielle

To+ 45= Réponse IgG anti-salive 45 jours apreés l'implementation de la lutte antivectorielle

Au regard de tout ce qui précede, la réponse Ac a la salive totale d’insectes semble étre un

outil idéal dans la lutte contre les maladies a transmission vectorielle.

Cependant I’utilisation de la salive totale comme biomarqueur d’exposition présente un certain
nombre de limites. La collecte de la salive est un travail long et fastidieux, les quantités de
protéines salivaires peuvent varier d’un lot a I’autre et 1’ubiquité des protéines salivaires chez
les arthropodes (Induction de réactions immunologiques croisées avec la salive d’autres
arthropodes présents dans la zone) (Arca et al., 2005 et 2007 ; Ribeiro et al.,2007 ; Andersen
et al., 2009 ; Francischetti et al., 2010) et le probléme de conservation sur le terrain des extraits
de glande salivaire (EGS) (Fontaine et al.,. 2011).

Un biomarqueur immuno-épidémiologique précis et spéecifique doit donc répondre a un

certain nombre de critéres pour étre considéré comme un outil pertinent.
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6.1.1 Identification et caractéristiques d’un biomarqueur pertinent d’exposition aux

piqdres de moustiques

Un biomarqueur d’exposition optimal doit présenter les caractéristiques intrinséques
suivantes : une possibilité d’utilisation a grande échelle, une spécificité a une espece ou a un
genre d’insecte, une antigénicité (intensité de la réponse Ac) associée positivement avec le
niveau d’exposition aux piqlres d’insectes et permettre une reproductibilité des tests (Figure

16).

Critéres d'un biomarqueur pertinent d'exposition aux Aedes

lSp('( iHigue o Acdes = pas de réactivité croisée avec autres arthropodes/organismes |

Antigenique = reconnu par des Ac specifiques chez I'homme
lr-.mlo 4 produre = Reproductibilité du test immunologique (ELISA) ]

Fatble antigeniciie : Pas de réponse Ac cumulative = chute aprés arrét exposition

Correlation entre réponse Ac spécifique au candidat et niveau d'exposition

e
ta

I Alternative: Sélection de protéines/peptides salivaires spéciﬁques]

Figure 16 : Criteres d'un candidat biomarqueur pertinent d'exposition des vertébrés aux pigdres
des vecteurs

La salive totale ne répondant pas a 1’ensemble de ces critéres, il a été donc nécessaire
d’identifier des protéines et/ou peptides salivaires antigéniques et spécifiques au genre ou aux
espéces de vecteurs, comme candidats biomarqueurs (Figure 17).

Au travers de techniques immuno-protéomiques couplées a 1’utilisation des outils
bioinformatiques, 15 protéines potentiellement immunogéniques ont été identifiées dans les
EGS de la femelle Ae. aegypti (Wasinpiyamongkol et al., 2010). Par des recherches
bioinformatiques impliquant des comparaisons de séquences (programme d’alignement de
séquences ‘Blast’ dans la base de données VectorBase, puis dans la base de données GenBank)
(Figure 17), la protéine salivaire de la famille de 34 kDa fut identifiée comme étant celle qui
était plus spécifique aux moustique du genre Aedes. En sus, en utilisant une approche similaire
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a celle qui a permis I’identification du peptide gSG6-P1 (Cornelie et al., 2007 ; Poinsignon et
al., 2008), I’extrémité N-terminale de la protéine putative 34 kDa (le peptide Nterm-34 kDa)
constituee de 19 acide-aminés fut identifiée comme plus antigénique et spécifique aux genre
Aedes.

..
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Figure 17: Schéma synoptique de recherche de candidat biomarqueur spécifique aux piqdres des
vecteurs

Ces peptides salivaires ont donc depuis une décennie, fait 1’objet de validation et
d’application sur le terrain dans différents contextes (Poinsignon et al., 2008, Doucoure et al.,
2012a ; Doucoure et al., 2012b ; Elanga Ndille et al., 2012 ; Elanga Ndille et al., 2014 ; Elanga
Ndilleet al., 2016 ; Dipomin et al., 2018 ; Sagna et al., 2019).

Dans cette thése seront exposées les différentes applications du biomarqueur (Ac anti-Nterm-
34 kDa d’Ae. aegypti) d’exposition a aux piqares des Aedes (aegypti et albopictus) dans
différents contextes dont les séquences peptidiques sont presentées par la figure 18.
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Figure 18: Séquence d'acides aminés de la protéine salivaire 34 kDa de la femelle d'Aedes aegypti
(01|94468336|),( Ribeiro et al. 2007).

Concernant 1’exposition a Culex quinquefasciatus, nous évoquerons les quelques travaux
qui ont fait usage de salive totale de Culex dans I’optique d’estimer le potentiel indicateur de
niveau d’exposition des hommes aux piqires des Culex. Dans la partie résultats, seront
présentées plus en détails les différentes activités menées dans 1’optique de valider la protéine

recombinante spécifique a Culex quinquefasciatus (la protéine 30 kDa).

6.2 Applications du biomarqueur d’exposition d’Aedes aegypti dans le contrdle des
arboviroses

Dans les zones endémiques de maladies transmises par les moustiques telles que les
infections a arbovirus, la lutte s’organise autour de la LAV qui vise a réduire ou interrompre le
contact hote-vecteur. L'estimation du niveau de contact homme-Aedes constitue donc un
indicateur important pour mesurer le risque de transmission de ces maladies. Ainsi, la
découverte qui a montré que les protéines salivaires des moustiques induisent chez I'hote
humain une synthése d’Ac « proportionnelle » a son niveau d'exposition aux piqdres de ces
moustiques a stimulé des recherches visant a identifier des biomarqueurs spécifiques pour
mesurer l'exposition de ’homme aux piqlires des moustiques (Poinsignon et al., 2009;
Doucoure et al., 2012a, 2012b). Récemment, la réponse IgG dirigée contre le peptide salivaire
Nterm-34kDa d’Ae. aegypti a été validée comme biomarqueur d’exposition a Ae. aegypti et a
Ae albopictus, les principaux vecteurs d'arbovirus (Elanga Ndille et al., 2012, 2016). Cela
pourrait aider a identifier les individus exposés aux pigdres des Aedes vecteurs (Remoue et al.
2007; Doucoure et al., 2012; Doucoure et al., 2012a), par conséquent a un risque de

transmission d'arbovirus, et a évaluer l'efficacité de la LAV (Doucoure et al., 2014; Elanga
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Ndille et al., 2016b) mise en ceuvre par les autorités sanitaires.

6.1.2 Identification des zones a risque d’arboviroses

Le peptide salivaire Nterm-34 kDa d’Ae. aegypti a été utilisé pour évaluer le risque
d'infection par la dengue dans les zones urbaines de la ville de Vientiane, Laos (Ndille et al.
2014a). Les auteurs n'ont rapporté aucune différence significative au niveau individuel, dans
les niveaux de réponses IgG anti-Nterm-34kDa entre les individus DENV+ (positifs a la
dengue, évalué par PCR sur sérum) et ceux négatifs (DENV-). Cependant, le niveau des
réponses IgG anti-Nterm-34 kDa différait de maniére significative selon le degré d'urbanisation
des quartiers. Les réponses IgG spécifiques étaient plus élevees chez les individus vivant dans
la zone périphérique faiblement urbanisée que celles des personnes vivant dans la zone centrale
fortement urbanisée. Fait intéressant, la prévalence d'infection au DENV était plus élevée chez
les individus vivant dans la périphérie (4,5 %) que chez ceux vivant dans la zone centrale (2,2
%). Cette étude soulignait ainsi la pertinence de ’utilisation de la réponse IgG anti-Nterm-34
kDa pour prédire, au niveau populationnel donc au niveau des zones/sites/foyers, les zones a
haut risque de transmission des arbovirus en zones urbaines des pays en développement.
Cependant, d'autres études dans différents contextes épidémiologiques sont nécessaires pour

valider ce biomarqueur comme indicateur du risque de transmission des arboviroses.

6.1.3 Indicateur d’hétérogénéité d’exposition aux piqires des Aedes

En milieu naturel, les populations humaines ne sont pas exposées aux piqlres des
moustiques vecteurs de maniere uniforme. Il s’avere donc nécessaire que soit développés de
nouveaux indicateurs et méthodes évaluant I'nétérogénéité de I'exposition humaine aux piqdres
de moustiques du genre Aedes afin de cibler et prioriser les interventions suivant les zones, les
saisons ou groupes d'individus a haut risque de transmission d'arbovirus. La pertinence de
I'utilisation des réponses IgG humaines dirigées contre le peptide salivaire Nterm-34Da comme
biomarqueur de l'exposition aux piqires d’Ae. aegypti a été directement testée dans une zone
rurale du Bénin (Elanga Ndille et al. 2012a). Les Ac IgG spécifiques au peptide salivaire
Nterm34Da ont été évalués pendant les saisons seches et pluvieuses qui constituent
géneralement des periodes d'exposition faible et élevée aux piqlres d'Aedes, respectivement.
Les réponses anticorps ont ensuite été comparées aux précipitations mensuelles cumulées

enregistrées au cours des mémes périodes. Les réponses IgG spécifiques ont montré des
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variations saisonniéres significatives dans la zone d'étude et étaient plus élevées pendant la
saison des pluies, saison majoritaire du nombre des Aedes adultes, par rapport a la saison séche.
De plus, ce résultat était parfaitement corrélé avec la pluviométrie enregistrée durant les mémes
périodes. Ceci mettait en évidence la sensibilité et la spécificité du peptide Nterm-34 kDa en
milieu rural. Aussi dans 4 quartiers de Saint Louis de la ville de Dakar au Sénégal, ou les enfants
sont majoritairement exposés aux piqires d’Aedes et de 1’Anopheles, les réponses IgG anti-
Nterm 34 kDa et antigSG6-P1(peptide salivaire d’Anopheles gambiae) ont été evaluées dans le
cadre d’une étude transversale en saison de pluie. Les niveaux médians d’Ac anti-Nterm-34
kDa et anti-gSG6-P1 variaient significativement entre les 4 quartiers. Les niveaux médians
d’Ac anti-Nterm-34 kDa, c¢’est-a-dire I’exposition des enfants aux piqires d’Aedes variait aussi
suivant I’accés des ménages aux services sanitaires de la ville dans cette étude (Sagna et al.
2019). Une autre étude menée sur I'fle de La Réunion a révélé une forte réactivité croisée entre
le peptide Nterm-34kDa d'Ae. aegypti et celui d'Ae. albopictus (Elanga Ndille et al. 2016a), le
deuxiéme vecteur principal d’arbovirus dans le monde. En effet, la réponse IgG contre le
peptide Nterm-34 kDa avait été mesurée chez des individus exposés exclusivement aux pigdres
d'Ae albopictus, comme genre Aedes (pas de présence Ae. aegypti dans cette zone d’étude). Les
résultats indiquaient que les individus exposés a Ae. albopictus développaient une réponse 1gG
spécifique au peptide Nterm-34 kDa d'Ae. aegypti, suggérant que ce peptide pourrait étre utilisé

pour évaluer I'exposition humaine a ces deux vecteurs d'arbovirus.

6.1.4 Biomarqueur d’exposition et programme de lutte contre les Aedes

La LAV étant la pierre angulaire dans le contrdle des arboviroses, sa mise en ceuvre est
aussi importante que I'évaluation de son efficacité. L'évaluation correcte de I'efficacité des
stratégies de contrdle sur la réduction du contact homme-Aedes est nécessaire aussi bien au
niveau individuel qu’au niveau communautaire. Les méthodes entomologiques classiques sont
largement utilisées quand il s’agit d’évaluer une stratégie de LAV, mais dans un contexte de
faible transmission/exposition, ces mesures de référence montrent des limites. Un biomarqueur
immuno-épidémiologique pourrait servir a évaluer une LAV a court et long terme (indicateur
de recolonisation apres traitement d’une zone, par exemple). Une étude récente a rapporté que
la réponse 1gG anti-Nterm-34kDa pourrait étre utilisée pour évaluer I'efficacité de la LAV
contre Aedes (Elanga Ndille et al. 2016a). Au cours de cette étude, la réponse IgG anti-
Nterm34kDa a été évaluée chez 102 individus vivant en zone urbaine sur I'ile de La Réunion

avant et aprés la mise en ceuvre d’une stratégie de LAV contre Ae. albopictus selon la stratégie
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(élimination de tous les sites de ponte et pulvérisation spatiale d'insecticide a base de
deltaméthrine). Une diminution rapide et significative de la réponse IgG spécifique a été
rapportée en seulement 15 jours aprés la mise en ceuvre de la LAV. Cette réponse 1gG
spécifique continuait a diminuer jusqu'a 30 jours aprés la LAV, puis restait stable jusqu’a 45
jours apres celle-ci. Cette diminution de la réponse IgG spécifique avait été associée a une
réduction des densités de moustiques Aedes, estimée par les méthodes entomologiques et
étroitement corrélée a la mise en ceuvre de la LAV.

Tous ces résultats montrent que ce biomarqueur candidat peut détecter les variations a court
terme de I'exposition humaine aux piqdres de moustiques Aedes aprés la mise en ceuvre d’une
stratégie de LAV. Cet outil immuno-épidémiologique semble donc étre pertinent pour évaluer

I'efficacité réelle de la LAV vis-a-vis des vecteurs d'arbovirus.
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Figure 19: Evolution de la réponse 1gG anti-Nterm-34 kDa des individus avant et apres
I'implementation de la lutte anti-vectorielle (\VCI) contre I'Ae. albopictus sur I'lle de Réunion

Chaque point est la réponse Ac IgG anti-Nterm-34 kDa et les barres horizontales sont les niveaux
médians d’Ac au fil des semaines.

To= Réponse 1gG anti-Nterm-34 kDa avant [ 'implementation de la lutte antivectorielle
To+15= Réponse 1gG anti-Nterm-34 kDa 15 jours aprés l'implementation de la lutte antivectorielle
To+ 30= Réponse 1gG anti-Nterm-34 kDa 30 jours apreés l'implementation de [a lutte antivectorielle

To+ 45= Réponse 1gG anti-Nterm-34 kDa 45 jours apreés l'implementation de la lutte antivectorielle
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6.1.5 Biomarqueur d’exposition aux piqiires de Culex quinquefasciatus

Peu d’études ont fait cas de 1’utilisation de la salive totale de Culex pour estimer le niveau
d’exposition des hommes aux piqires de Cx quinquefasciatus ou Cx pipiens. Dans I’une d’elle,
les hommes vivant dans une zone endémique de filariose lymphatique présentaient un taux
d’Ac (IgE et IgG) anti- EGS important que ceux qui vivaient dans la zone avec moins de Culex
quinguefasciatus. En plus ce taux était positivement corrélé avec 1’age des enquétés. (Das et
al.,, 1991). La seconde étude (Carmague, Fos-sur-Mer et Marseille avec différentes
caractéristiques socio-environnementales) indiquait que les niveaux d’IgG contre EGS de Cx
pipiens était similaire spatialement et temporellement, sauf les taux d’IgG anti-EGS de Cx
pipiens détecte chez les individus de la ville de Marseille. Dans cette ville, il a été observé une
augmentation significative de niveaux d’IgG anti- EGS de Cx pipiens dans le sérum des
individus apreés une période de pic d’exposition aux piqires de Cx pipiens. Enfin, cette étude a
pu montrer que les réponses IgG anti- EGS de Cx pipiens ne semblaient pas étre corrélées a la

diminution des densités de Cx. pipiens de la Camargue a Marseille (Fontaine et al., 2011).

< Parcours du biomarqueur au sein de I’équipe « IHVEC » ‘Immunology of Human
Vecteur Contact’
Nous adressons un résumé du chemin parcouru par des étapes successives
d’identification, de validation et d’utilisation du biomarqueur immunoépidémiologique
d’exposition de I’homme aux piqlres des vecteurs Aedes. Nous concernant, nous
proposons de lister les objectifs et les principales conclusions des travaux qui ont porté

spécifiquement sur les biomarqueurs 1’exposition aux piqtres des Aedes (Figure 20 et

21).
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Figure 20:Activités du groupe IHVEC portant sur la salive totale d'Aedes.
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Figure 21: Activités du groupe IHVEC portant sur le peptide salivaire Nterm-34 kDa d'Aedes aegypti

du contact Homme 4e. Aegypti en milieu urbain,
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1.0Objectifs

1.10Dbjectif général

L’objectif général de cette thése est d’évaluer I’exposition des populations humaines aux
piqlres des moustiques vecteurs Aedes et Culex, et ainsi le risque de transmission des
arboviroses dans deux contextes différents mais complémentaires : i) au Sud : le contexte urbain

africain en Afrique de 1’Ouest et ii) au Nord : en France métropolitaine.

1.20Dbjectifs spécifiques
Nos objectifs spécifiques nous permettent d’apprécier le niveau d’exposition humaine aux
vecteurs d’arboviroses en utilisant les biomarqueurs immuno-épidémiologiques d’exposition
basés sur la quantification des Ac anti-protéines ou peptides salivaires des Aedes et Culex.
Les activités menées sur les différentes cohortes dans chaque contexte d’étude visaient deux objectifs
spécifiques :
1. Evaluer le niveau d’exposition des populations d’étude aux piqires des
Aedes et leur hétérogénéité en milieu urbain africain (Abidjan, Cote d’Ivoire),
et en contexte de risque engendré par la colonisation différentielle d’Ae.
albopictus dans le Sud de la France.

2. Identifier un potentiel biomarqueur d’exposition aux Culex par I’analyse
des réponses Ac dirigés contre les extraits de glandes salivaires et la protéine

recombinante de 30 kDa de Culex quinquefasciatus.

2.Cadre de la thése
Les principaux travaux de cette thése s’inscrivent dans I’étude générale des relations
immunologiques Homme-vecteur établies lors de la prise du repas sanguin du moustique sur
I’Homme.

L’équipe IHVEC « Immunology of Human Vector Contact » dirigée par Dr Franck Remoué
de P'UMR MIVEGEC (Université de Montpellier, IRD, CNRS,) est I’équipe au sein de laquelle
j’ai mené a plein temps mes travaux de these.

Les objectifs de cette ¢équipe sont 1) [D’identification des biomarqueurs
immunoépidémiologiques d’exposition de ’Homme aux piqlres des insectes vecteurs de

pathogenes, i1) 1’évaluation du niveau d’exposition des Hommes aux piqlres des insectes
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vecteurs, iii) I’étude des effets immuno-modulateurs induite par les pigares des moustiques sur
les réponses immunes anti-Plasmodium et leur effet sur la transmission du paludisme.
Les travaux de cette thése se sont déroulées dans différents institutions et laboratoire en
Afrique et en Europe : i) Institut Pierre Richet de Bouaké / Institut National de Santé Publique (IPR
/INSP) a Bouaké en Cote d’Ivoire et a la délégation Régionale Occitanie IRD de Montpellier en France.
Les axes d’études exploités dans cette theése s’inscrivent dans 3 projets financés dont
I’objectif principal était I’évaluation de 1’exposition aux moustiques et le risque de transmission

des arboviroses.

% Projet 1 « ARBORISK » Activité 1 : Evaluation du risque de transmission des
arboviroses sur D’axe Abidjan-Ouagadougou (Coordinateur : M.A. Adja
(IPR/INSP), correspondant IRD : F. Remoug).

Ce projet est une étude transversale (Novembre 2015-Aout 2016) et multidisciplinaire
visant & évaluer le risque de transmission des arboviroses en zones urbaines en Afrique de
I’Ouest, en exploitant les aspects socio-anthropologiques, géographiques, entomologiques,
épidémiologiques, virologiques et immunologiques. Les activités se sont déroulées dans 5 villes
: Aboisso, Abidjan et Bouaké (Cote d’Ivoire), Bobo-Dioulasso et Ouagadougou (Burkina
Faso). Il a été financé par I’Etat ivoirien dans le cadre des Contrats de Désendettement et de
Développement (C2D, projet PRESED-CI) des pays du Sud dont la gestion a été confiée a
I’IRD.

Les activités des équipes enquétrices se sont déroulées suivant 4 subdivisions saisonnieres

(petite saison des pluies, petite saison séche, grande saison des pluies et grande saison séche).

Dans le cadre de notre thése, nous avons exploité uniquement les échantillons venant de 3
quartiers d’Abidjan et collectés durant la petite saison des pluies du 02 Novembre au 12
Novembre 2015. Cette partie du projet ARBORISK concernait au total 813 enfants (6 mois a

14 ans) mais pour le besoin de notre étude 736 échantillons de sérums des enfants agé de 1 a

14 ans ont été sélectionnés dans 3 quartiers de la ville d’Abidjan (Anoumabo, Bromakoté et Petit-

Bassam).
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% Projet 2 « ARBO-MED/PRIAM » Activité 2: Perception de Risque de transmission des

Arboviroses sur le pourtour de la Méditerranée.

Ce projet a impliqué les institutions universitaires et les laboratoires frangais suivants : AixMarseille
université (AMU), Entente Interdépartementale pour la Démoustication du Littoral Méditerranéen (EID),

Institut Pasteur (IP), Service de Santé des Armees, Institut de Recherche

Biomedicale des Armées (IRBA), Institut de Recherche pour le Développement (IRD) et Université de
Corse (UC).

Ce projet multidisciplinaire dont les activités se sont déroulé a partir de Septembre 2012,
avait pour objectifs principaux 1’évaluation dans les populations des donneurs de sang des
régions de Corse, de PACA, d’Occitanie et de 1’Auvergne des indicateurs suivants : i) les
parameétres associés a une exposition accrue de la population aux pigdres des vecteurs potentiels
(Aedes, Culex et Phlébotomes) d’arbopathogenes (arbovirus) et ii) les paramétres associés a un
risque accrue d’infection de la population par les arbopathogénes dans 1’optique de la création
et de I’analyse approfondie d’un jeu de données rassemblant des informations
microbiologiques, entomologiques, épidémiologiques, sociologiques et spatiales relatives a
I’infection humaines par les arbopathogénes.

Dans le cadre des activités de notre thése, nous avons travaillé dans 1’optique de détecter et
de quantifier les anticorps IgG et IgM anti-peptide salivaire Nterm-34 kDa d’Aedes aegypti afin
d’évaluer de fagon spécifique 1’exposition des populations aux piqures d’Ae. albopictus.de ces
4 régions francaises, en utilisant la sérothéque du projet Arbo-MED/PRIAM. Notre analyse
concernait 2400 donneurs de sang agés de 44 a 90 ans.

Nos activités se déclinaient en 3 objectifs spécifiques :

i) Une caractérisation sérologique de la population étudiée par le dosage des IgG et IgM
dirigés contre le peptide salivaire Nterm-34 kDa d ’Ae.aegypti.

i) L’analyse des facteurs de risque - année de colonisation des régions par Ae. albopictus,
caractéristiques des logements, niveau socio-économique des donneurs de sang - potentiellement
associés aux taux d’IgG spécifiques. iii) L’analyse des taux d’IgG spécifiques selon les lieux
d’habitation des donneurs de sang

(région, département, type d’habitat).
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% Projet 3 « JEAlI EVAPAL-CI » Activité 3 : Développement et validation d’un
biomarqueur immuno-épidémiologique d’exposition aux piqires de Culex : Etude
pilote (Coordinateur : M.A. Adja (IPR/INSP), correspondant IRD : F. Remoug).

Ce projet est une étude transversale (2013-2016) et multidisciplinaire visant a évaluer le risque de
transmission du paludisme apres la crise socio-politique dans la ville de Bouaké (Cote d’Ivoire) et 2
villages environnants, en exploitant les aspects socio-anthropologiques, géographiques,
entomologiques, épidémiologiques, parasitologique et immunologiques. Les activités se sont
déroulées dans 3 quartiers: Kennedy (quartier résidentiel), N’Gattakro et Dares-salam (quartiers
urbains non résidentiels) et 2 villages a proximité (Allokokro et Petessou)).

Il a bénéficié du financement de I’IRD dans le cadre des « projets Jeune Equipe Associée a I’IRD ».

Au cours des activités de ce projet, le passage des équipes enquétrices ont été réalisées
suivant 2 subdivisions saisonnieres : saison des pluies (Ao(t 2014) et la saison seche (MarsAuvril
2015).

Lors des passages des équipes enquétrices, les données entomologiques,
socioanthropologiques, parasitologique et sérologiques (prélevement veineux : environ 1ml de
sérum pour le dosage des Ac anti-Extrait de Glandes Salivaires ou anti-protéine recombinante)
ont éte collectées. Au total 801 enfants agés de 6 mois a 14 mois ont été préleves.

Dans le cadre de notre thése, nous avons exploité les échantillons venant de 4 sites d’étude et
les collectes ont été réalisées durant la saison séche (Mars-Avril 2015). Pour les besoins de notre
étude, nous avons sélectionné 223 échantillons de sérums des enfants a4gés de 1 a 14 ans venant

des quartiers Dar-es-salam, Kennedy, N’Gattakro et Petessou.

3. Financement

Tout au long de nos travaux de thése qui ont duré du 1* Novembre 2018 a Janvier 2022,
nous avons bénéfici¢ d’une allocation doctorale de la fondation Méditerranée Infection (bourse

Infectiopble Sud).
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I. ETUDE DU RISQUE DE TRANSMISSION D’ARBOVIRUS DANS UN CONTEXTE
URBAIN AFRICAIN PAR L’UTILISATION DU BIOMARQUEUR
IMMUNOEPIDEMIOLOGIQUE D’EXPOSITION HUMAINE AUX PIQURES DE AEDES
AEGYPTI A ABIDJAN, COTE D’IVOIRE

Résumé des activités menées pendant cette étude

Cette étude s’inscrit dans le volet immunologique du projet multidisciplinaire «
ARBORISK » dont I’objectif majeur était 1’évaluation des risques de transmission des
arboviroses en zones urbaines suivant 1’axe Abidjan-Ouagadougou.

Nos travaux de thése se sont portés sur la partie du projet déployée dans la ville d’Abidjan et
ont concerné 736 enfants &gés de 1 a 14 ans afin d'étre sr de doser exclusivement que les anticorps
IgG produit par les enfants et non ceux transmis par la mére aux plus jeunes enfants (moins de 1
an).

Par la technique i) ELISA, réalisée sur les sérums de ces enfants, nous avons quantifié le taux
d’IgG spécifique au peptide Nterm-34 kDa d’de. aegypti dans le sérum des enfants afin
d’évaluer leur niveaux d’exposition aux piqlres du vecteur majeur d’arbovirus (Ae. aegypti)
dans la zone d’étude. Nous avons, dans un premier temps, analysé le niveau d’IgG spécifique

en fonction des 3 quartiers d’étude qui présentaient des profils différents selon leurs
caractéristiques socio-environnementales (Analyse spatiale). Par la suite, nous avons analysé

les réponses 1gG spécifiques suivant les classes d’age des enfants afin d’identifier la classe
d’age la plus exposée aux piqlres d 'Ade. aegypti.

Par la technique ii) LUMINEX nous avons dressé un état rétrospectif (figure 22 et Figure 23) des
infections aux arbovirus des enfants inclus dans ce volet immunologique du projet

ARBORISK selon leur lieu d’habitation.

a) Etude de niveaux d’exposition des enfants aux piqiires de 1’4edes aegypti dans les
quartiers d’étude

Les différents résultats obtenus avec la technique ELISA ont fait I’objet d’un article qui a
été soumis au journal Epidemiology and Infection. Ceux de la technique Luminex ne font pas

partie de cet article et seront indiqués a la suite de cet article.
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Summary

Uncontrolled urbanization led to a proper environment for Aedes mosquitoes spread in many
African cities. Here, we assessed human exposure to Adedes mosquito bites in the urban area of
Abidjan, Cote d’Ivoire by using antibody-based biomarkers. A cross-sectional study was
undertaken during the short rainy season in November 2015 in 3 different neighborhoods
(Bromakote, Anoumabo, and Petit-Bassam) presenting various socio-environmental and
entomological characteristics. The specific 1gG responses to dedes Nterm-34kDa salivary
peptide were assessed in children and analyzed according to neighborhoods and age classes.
The specific IgG level was significantly higher in Bromakote compared to Anoumabo and Petit-
Bassam. No significant difference in specific IgG level was observed according to age. We also
noticed an association between Ae. aegypti densities and some socio-environmental factors with
the level of specific IgG responses.. This study indicated that exposure to dedes vector
appeared dependent on neighborhoods n the same city which could be related to some socio-
environmental factors. Antibody-based biomarkers of human exposure to {edes bites could be
a helpful tool for evaluating the heterogeneity of exposure to arbovirus vectors by national

control programs.

Keys words: Urbamzation: biomarkers of exposure; Adedes, Afnica
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Epidemiology and Infection

Introduction

Emerging and re-emerging diseases such as arboviral infections, including dengue, yellow
fever, chikungunya, and Zika remain major health problems worldwide [1]. It is estimated that
2.5 billion people are at risk of dengue infection in the world. Around 200 000 people are
affected each year by yellow fever infection around the world [ 2]. dedes aegypri and Aedes
albopictus mosquitoes are the major vectors of arboviruses and are worldwide spread,
especially in urban settings [3].

In Africa, 43 % of the population live in urban settings leading to the rapid and uncontrolled
urbanization of many African cities [4]. However, uncontrolled urbanization is often
accompanied by many issues [5]. This urbanization, wich growth with the extension of African
cities, creates breeding sites for the emergence of human-bitting mnsects [6] including
mosquitoes. Among them, Adedes aegypti is largely collected during most of the entomological

survevs in urban areas in African cities |6, 7).

During the last decades, many epidemics of arboviral diseases occurred in the main cities of
some African countries, as obvsered i West Africa for example: in Senegal in 2009 and in
Ouagadougou, Burkina Faso in 2016 [R 9]. Abidjan isthe largest and the most populated city in
Cote d’Ivoire and represents one relevant exemple of expansion African megalopolis with
uncontrolled urbanization and associated arboviral emergence. Indeed, 192 cases during dengue
epidemic have been recorded in 2017, and casesof yellow fever transmission were also recorded
in the norther part of the country in 2011 [10,11].

No vaccine or medicines are available to control arboviral diseases, except for two efficient
vaccines against vellow fever and Japanese encephalitis, The most efficient way to control
mosquito-borne discases remains prevention and vector population control. That involves
conventional methods such as personal protection, community mobilization and insecticide
treatments [12], innovative approaches such as sterile insect techniques [13] or biological
control of Aedes populations [ 14].

The evaluation of arbovirus transmission risk and vector control effectiveness is crucial.
Regarding Aedes vectors, Stegomyia indices such as House Index (HI), Container Index (CI),
and Breteau Index (BI) are calculated and used as mdicators for the risk of arbovirus
transmission [15]. These parameters present several limitations because they represent only an
indirect extrapolation of the dedes adults density in a study site and do not directly measure the

human-vector contact [16]. In addition, these entomological methods assess human exposure
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Epidemiology and Infection

to vector bites at the population level and do not take into account the heterogeneity of inter-

individual exposure.

Therefore, WHO underlines the need for the development of alternative indicators to accurately
evaluate the real and direct human exposure to Ae. aegypri mosquito bites and to estimate the
potential 1isk of Aedes aegypti borne pathogen transmission in an exposed population [1, 2].
During blood-feeding, concomitantly to blood intake, female mosquitoes inject saliva
containing a cocktail of biologically active proteins that counteract host homeostasis and
modulate the vertebrate immune response [17]. The injection of vector saliva can elicit a host
antibody (Ab) response against these salivary protems [18, 19]. An interesting approach
exploits the immunological properties of mosquito saliva to identify immuno-epidemiological
biomarkers of human exposure to mosquito bites [20,21]. To avoid immune cross-reactivity
between arthropod and the limitations of whole saliva use, the identification of antigenic
salivary protein or peptide which are specific to vector species/genus have been several times
performed. Specific immunoglobulin G (IgG) antibody responses have been validated as a
serological biomarker of exposure to the main mosquito vectors such as An. gambiae (1gG
response to gSG6 or CES salivary proteins. or to the gSG6-P1 salivary peptide), the vector of
human malaria Plasmodium [22,23]. In the case of arboviral diseases, several studies have
indeed vahdated the IgG Ab response to only one Aedes salivary peptide (the Ae. aegypti
Nterm-34 kDa peptide) as a biomarker of human exposure to .dedes genus bites, and thus the
risk of arboviruses transmission and as the relevant tool to assess vector control strategies
[24.25, 26]. In a study in Vienuane city, Laos, the human IgG response against this sahvary
peptide showed an inter-individual heterogeneity of exposure to 4e.aegypti bites in semi-urban
and urban settings-{27]. These results suggested also that the IgG responses can indicate areas
at risk of arboviral transmission [27]. In addition, another study indicated also that the human
IgG to this salivary peptide has been validated as a relative quantitative indicator to evaluate
the efficacy of vector control strategies [28].

This present study aimed to use the IgG responses to .le. aegypri Nterm-34 kDa salivary peptide
to evaluate the heterogeneity of human exposure to the major arbovirus vectors. Ae. aegypti in
Abidjan city (Cote d'Ivoire).
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Methods
Study sites

The study was conducted in three urban settings of Abidjan city (Fig.1), the largest (57,735
hectares) and the most populated city (5 close to 5 inhabitants) in Cote d’Ivoire. Located in the
southern region and crossed by Ebrie lagoon, Abidjan city is characterized by a sub-equatorial
climate, hot and humid, which includes a large rainy season (May to July), a short rainy season
(September to November), and, intercalated, two dry seasons.. Rainfall in Abidjan is
abundantly with more than 1.500 mm of water per year. The temperature is around 27°C all
year round and the average annual humidity is over 80 %. During the short rainy season, in
which this study was conducted, the average temperature is 26°C and the average rainfall 123
mm [29].

Three municipalities (Adjame, Marcory, and Port-Bouét) were selected for sampling in this
study. In cach municipality, one neighborhood was included in the study. In Adjame. the
Bromakote neighborhood was selected because of its considerable commercial activities, the
numerous individual exchange (transportation) between the different neighborhoods across
Abidjan and between African countries due to the location of the main bus station of the city.
This neighborhood also houses the railway station that connects Cote d'Ivoire to Burkina Faso
for people and goods. The choice of Anoumabo in Marcory municipality was based on its
precarious nature and, thus, its environment potentially favorable to the development of
mosquitoes. The choice of Petit-Bassam, in Port-Bouet municipality, has been done because
the autonomous port is located in this neighborhood, which results in significant traffic of goods
and potentially the introduction of vector species and pathogens. Besides, the presence of Ae.
albopictus. a major vector of arbovirus, and cases of dengue infections have already been
reported in this neighborhood [30].

In the objective to describe the socio-environmental characteristics of the neighborhoods in
relation to the risk of proliferation of arbovirus vectors. one hundred households were randomly
selected in each neighborhood, The Geographic Information System software version QGIS
2.14.4 was used to randomly select households. Information on house type, building materials
and social practices (water storage, domestic waste and waslewater management. type of toilets)
were collected in the three neighborhoods.

Study population

London Schoot of Hygiene and Tropical Medicine, Keppel Street, London WCIE 7HT, UK

73

Page 6 of 27



7 of 27

149
150
151
152
153
154
155

156
157
158
159
160
161

162
163
164
165
166
167

168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
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This entire study was carried out on a population of 880 children aged from 6 months to 14
years old and enrolled m a cross-sectional study during the short rainy season (SRS) from
September to November 2015. The present immunological study was conducted on a sub-
sample of the initial cohort and consisted of 436 children (Table 1). For immunological assays,
blood samples were collected in November 2015 during the SRS, at the fingertips in microtainer
tubes (Sarsted, Mamay, France) and serum was obtained after centrifugation at 3,000 rpm for

10 min. Sera were fractionated mto aliquots and then frozen at =20 ° C until used.

The Kruskal-Wallis test on children’s age indicated a significant difference in the mean of
children's age between the studied neighborhoods (p=0.0002). Comparison two-by-two
(Dunn’s test and adjusted with Bonferroni method ) indicated firstly a significant difference in
the age mean between children from Bromakote and those living in Petit Bassam, and then
between those living im Anoumabo and Bromakote (p-adjusted=0.001 and p-adjusted=
0.0007 respectively).

Entomological data

In the present study, three entomological methods were used according to the mosquito stage
as previously described [29]. The deepping method was conducted during larval prospection
while ovitraps (eggs were reared until the adult stage at insectarium) and sticky traps were used

for adult mosquitoes (Aedes aegypri) evaluation.

Using the random sampling tool of the Geographic Information System software version QGIS
2.14.4, 20 geographical points were generated within each of the three study sites, and one
ovitrap and one sticky trap were placed at each geographical point during the study period.-
Twenty ovitraps and 20 sticky traps were used to collect dedes eggs and Ae. aegypti adults
during the short rainy season (September to November 2015)and 1n each study sites. A total of
60 laying traps and 60 sticky traps were thus used to collect entomological data. Data in this
present study were collected during the SRS (November 20153

Ae. aegypn larvae population was estimated through visiting 300 households (100 per
neighborhood as indicated above) and by identifving potential breeding containers in each
household. The collected larvae were reared in an insectarium and morphologically identified
after emergence. The Stegomyia indices have been estimated for the risk of arboviruses
transmission by Ae. aegypti according to WHO criteria: 1) the House Index (HI) represents the
percentage of houses infested by Ade. aegypri larvae; 11) the Container Index (CI) is the
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percentage of containers infested by Ae.aegypri larvae, and iii) the Bretau Index (BI) is the

number of positive breeding sites in 100 visited houses.

According to these Stegomyia indices, the WHO criteria indicate that: i) an area is considered
to be at high risk of transmission of dengue and chikungunya viruses by Adedes aegypri if HI or
Bl or CI exceed 5, 20, and 3%, respectively, and 11) an area is considered to be at high risk of
favoring the transmission of Zika and yellow fever viruses by dedes aegypti if HI or Bl or CI
exceed 5, 4 and 3%, respectively | 30].

Aedes aegypti Nterm-34 kDa salivary peptide

The Nterm-34 kDa salivary peptide from Ae. aegypti was synthesized and purified (= 95 %) by
Genpep SA (Samnt Jean de Vedas, France). The peptide was shipped mn lyophilized form and
then suspended in milliQ water and frozen at -20°C until use.

Evaluation of human IgG level to Nterm-34 kDa salivary peptide

IgG level to Nterm-34 kDa peptide was measured by Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay
(ELISA) as previously descnibed [24]. Briefly, MaxiSorp flat-bottom 96-well (Nunc, Roskilde,
Denmark) were coated with Nterm-34 kDa peptide at a final concentration of 20 pg/ml in
coating buffer (PBS) and incubated 150 min at 37°C. Plates were blocked with 200 plL of
protein-free Blocking Buffer (Thermo Scientific, Rockford, USA) and incubated for 60 min at
37°C. Individual sera were diluted in buffer (PBS-Tween 1%) and incubated at a final dilution
of 1/80. Monoclonal mouse biotinylated anti-human IgG (BD Pharmingen, San Diego, CA)
was added in at a 1/500 dilution (PBS-Tween 1%) and incubated for 90 min at 37°C,
Peroxidase-conjugated Streptavidin (GE Healthcare, Orsay, France) was then added (1/1000 in
PBS-Tween 1%) and incubated for 60 min at 37°C. Colonimetric development was carried out
with 2,2'-azino-bis ethylbenzthiazoline 6-sulfonic acid) diammonium salt (sigma, Saint-Louis,
MO, USA) in 50 mM citrate buffer (pH - 4 containing 0.003% H202) and absorbance (optical
density [OD]) was measured at 405 nm (Multisakan GO Thermo Scientific). Each sample was
tested in duplicate wells containing Nterm-34 kDa and in a well without antigen (Nterm-30
kDa) to measure non-specific reactions. Individual results were expressed as the AOD value:
AOD = ODx — ODn, where ODX represents the mean of the individual OD value in both wells

with salivary antigen and ODn the individual OD value in a blank well containing no antigen,
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Data analysis

Statistical analysis were done using Graph Pad Prism 5® software (San Diego, CA) and R
(Version 3.5.3, R Core Team, Vienna, Austria). After checking that the data did not follow a
Gaussian distribution (normal distribution), the non-parametric Mann-Whitney test was used to
compare the Ab levels between two independent groups and the non-parametric Kruskal-Wallis
test was used to compare the Ab levels between more than two groups. The Dunn's post-hoc
test was also performed for two by two comparisons in more than three groups, then the
difference was adjusted with the Bonferroni method. The prop.test was used to compare
proportions between two or more two groups. The chi-square test was used to compare the HI
and CI between study sites.

All differences were considered significant for p<0.005.
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Results
Specific I1gG level against Nterm-34 kDa salivary peptide according to neighborhoods

IgG levels to Nterm-34 kDa salivary peptide were compared between the three studied
neighborhoods in the 436 sub-sample of children population (Table 1, Fig. 2). First, an high
inter-individual heterogeneity of specific 1gG responses (AOD ranging from 0 to 1.2) was
observed within each neighborhood. Secondly, the median level of specific IgG responses
varied significantly between neighborhoods (p <0.001). These Ab levels were significantly
higher in children from Bromakote than those from Anoumabo and Petit-Bassam (p<0.001).
No significant difference in specific IgG levels was observed between Anoumabo and Petit-
Bassam (p=0.102).

IgG level against Nterm-34 kDa salivary peptide according to age groups

The median level of [gG responses was compared between the three pre-defined age groups
([1-5], [6-10], and [11-14] years old) within each neighborhood (Fig 3A. Fig 3B and Fig 3C),
There is no significant difference in specific IgG responses according to the age group whatever
the neighborhood (p=>0.05). However, highly significant variation in the specific IgG level was
observed between the three study sites in children aged [1-5] and [6-10] years-old (p<0.001,
Table 1). Indeed, as observed for the whole studied population, the specific IgG responses were
higher in Bromakote compared to the two other neighborhoods in these youngest age groups.
In contrast, no significant differences of specific IgG level were observed between the three
neighborhoods in the [11-14] age group.

Socio-environmental characteristics of study neighborhoods

Environmental factors and sociological behaviors/practices , (housing type, construction
materials, water storage, domestic waste and waste water management) that could potentially
be associated with human exposure to .{edes vector were analyzed according to the three
neighborhoods.. A total of 55, 87, and 98 houses in Anoumabo, Bromakote, and Petit-Bassam,
respectively, were randomly selected and visited allowing to identify common and divergent
factors between the three neighborhoods (Table 2).
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There was no clear difference in the housing type between the three neighborhoods, except for
the presence of apartments. Indeed, the proportion of apartments was significantly higher m
Bromakote compared to other sites (12.36 %: p=0.01). Most of the houses were built with
cement but not significant difference in the construction materials was observed between the

three sites.

Regarding the water storage factor, the large majority of containers was uncovered in each
neighborhoods (>75 %). Nevertheless, significant difference was observed in the proportion of
uncovered water storage containers between neighborhoods (p=0.001) and also in the
proportion of covered water storage (p=0.02).

Concerning domestic waste management, a higher proportion of inhabitants at Bromakote
declared that it waste was collected by private companies (35.17 %; p=0.005). In contrast,
domestic waste was mostly dropped ofl near the house in Petit-Bassam (61.22 %; p<0.001).

Fifty-five (53) inhabitants in Anoumabo, 80 in Bromakote. and 98 in Petit-Bassam gave
responses about wastewater management, Among them, a higher proportion of inhabitants at
Bromakote (61.8 %) discharged wastewater into a septic pit compared to other neighborhoods
(p<0.001). Channels were also used for discharging wastewater by 19.54 %, (p=0.006). Some
inhabitants used both septic pit or abandoned wells with a higher proportion in Anoumabo
(16.36 %; p<0.001).

Most of the people from the three neighborhoods used the water storage for cooking or drinking
and the comparison to use containers for water store was not statistically significant between
neighborhoods (p=0.262. data not shown). In addition, most people used latrine as a type of

toilet, and a very low number of modem toilets was recorded in the three neighborhoods.

Altogether, the results indicated that some sociological practices such as wastewater and waste
management, water storage and housing type appearred differently represented between the
three neighborhoods.

Entomological risk according to neighborhoods

Only three species of mosquitoes were collected during the short rainy season in the three
neighborhoods and only Ae. aegypti species was collected wihin Aedes genus (Table 3). In the

present study, three entomological methods were used according to the mosquito stage. The
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deeping method was conducted during larval prospection while ovitraps (after reared) and

sticky traps were used for the assessment of adult mosquito level..

The comparison of results using the ovitraps showed a significant difference in the Ae. aegypri
proportion between the three neighborhoods (p<0.001), with the highest proportion observed
in Petit-Bassam. In contrast, with sticky traps , a significantly higher proportion of adult
mosquitoes was observed in Bromakote (68.38 % compared to the two other sites, p<0.001). In
visited houses, 1083 potential breeding sites were counted (435 in Anoumabo, 361 in
Bromakote, and 287 in Petit-Bassam). The proportions of breeding sites was significantly
higher in Petit-Bassam compared to the two other neighborhoods (p<0.001). The type of
positive breeding sites was different according to the neighborhoods with a higher proportion
of water storage containers in Anoumabo, and of abandoned containers in Bromakote, and of

tires in Petit-Bassam.

Finally, the major Stegomyia indices were calculated. The HI and BI parameters appeared
higher in Anoumabo but the difference was not significant between the three sites. The WHO
risk scale was thus calculated and 5-7, 5-6, and 4-6 scores were obtained in Anoumabo,
Bromakote and Petit-Bassam, respectively. It suggested a similar risk between neighborhoods

even if a slight higher risk was noticed in Anoumabo as observed for BL.
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Discussion

In the present study, the quantitative and specific IgG responses against the Adedes aegypti
Nterm-34 kDa salivary peptide were used to evaluate exposure to Aedes aegypti bites in
children from three neighborhoods of Abidjan city. and therefore to assess the potential

different risk of arboviral disease spread between these sites.

First, the immunological data showed heterogeneity of  IgG response to the Adedes aegypti
Nterm-34 kDa salivary peptide between individuals within each studied neighborhood and each
age group. This suggests that children are differently exposed to de. aegypif bites whatever the
studied neighborhood and their age. This heterogeneous exposure could be particularly
observed for .dedes mosquitoes in an urban context where the breeding sites are numerous but
various according to the sites [24,25]. In addition, several individual factors or houschold
characteristics could explain such results. The use of personal protection or personal
attractiveness could influence the contact between children and .{edes mosquitoes.

Secondly. the major result of the present study is the significant differences of 1gG levels to
Aedes aegypri Nterm-34 kDa salivary peptide observed between neighborhoods wthin the same
city. The impacts of some social practices or environmental factors such as the type of water
storage containers, may explain these differences in dedes exposure [26]. In addition, some
entomological parameters used in the present study could be associated with the level of 1gG
levels according to neighborhoods: 1) adult Aedes caught by the sticky traps, ii) breeding site
type, and especially ii1) the abandoned water storage containers. As only observed for these 3
entomological parameters, the specific IgG level was significantly higher in Bromakote
compared to other neighborhoods.. The immunological results suggest that children in
Bromakote were significantly more exposed to Ae. aegypti bites than those living in Anoumabo
and Petit-Bassam. Interestingly, some entomological indicators seemed to be linked to the
human exposure evaluated by specific IgG levels whereas others were not associated. This
discrepancy could be explained also by some entomological mdicators/methods and one
hypothesis is that some entomological parameters could not be pertinent and thus applied to the
African urban context [32].

Third, we compared some environmental (waste management, water storage) and social
practices (household type and construction matenals) factors between studied neighborhoods
in the objective to define which factors could explain the site-dependent level of Aedes exposure
measured by the biomarker of exposure. Indeed, Ae. aegypti mosquitoes are known to exploit

any kind of abandoned containers susceptible to contain water and favoring eggs laying [33,34].
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In the present study, abandoned containers and tires appeared to be the major positive breeding
sites. In addition, Bromakote’s inhabitants mostly testified to pour wastewater in septic pits and
channels. The active and permanent circulation of the dengue virus in west Africa is sustained
by its major vector which finds constantly adequate breeding conditions for its development as
reported m Ouagadougou, Burkina Faso |35].

The proportion of children living in an apartment was higher in Bromakote compared to other
studied neighborhoods. Even if the number of apartements was low in the present study, one
hypothesis is that this type of housing may increase the dedes exposure, as previously suggested
[37] . Indeed, presence of potential breeding sites in the apartments and/or associated with the
higher concentration of human population could be major in this kind of housing compared to
idividual houscholds [33-37]. Nevertheless. further studies are needed to support this
hypothesis.

Altogether. the present study highlights that the IgG level against Ae. aegypri Nterm-34 kDa
salivary peptide could represent a relevant tool in the African urban context. It can be used to
identify the neighborhoods at risk of exposure to Ae.aegypri bites, and therefore the risk of
arbovirus transmission, as previously reported [25.26.27]. Nevertheless, the present study
presents some limitations. Indeed, socto-environmental data were not collected in the household
of the sampled children. It could help to mix these variables into a statistical model for better
appreciating the impacts of these variables on the IgG level against Aedes aegypti Nierm-34
kDa salivary peptide expressed in each child.

The IgG level against Aedes aegypti Nterm-34 kDa salivary peptide was also analyzed
according to 3 age groups ([1-5]. [6-10]. and [11-14] years old) and results showed
heterogeneity of IgG levels responses within each age group. Children appeared therefore
differently exposed to Ae. aegypri bites within each group and the youngest were differently
exposed to Aedes between the studied neighborhoods. Indeed, some of them because of their
young age (1 to 5 years old) stay at home, and could be exposed to the dedes mosquito which
breeds in the abandoned containers in the compound and have daily betting activities [25].
Those attending school and aged between 6 to 14 years could be also bitten by Ae.aegypii in
the schoolyard or the classroom. Similar information was reported in a study undertaken in a
Brazilian school [38]Nevertheless, specific 1gG responses were higher in Bromakote compared
to other studies sites, only in children of [1-5] and [6-10] year’s age groups. It suggests that the
younger children (<10 years old) could represent an adequate target population to identify the
heterogeneity of human exposure to 4edes bites in an urban situation.. These results indicated
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clearly that children, whatever their age, were at risk of arboviral virus transmission even if it
is not possible to determine which age group 1s most at risk as has been shown previously
[25.26,27].

In conclusion, this study highlighted that the IgG level against Ade. aegypti Nterm-34 kDa
salivary peptide represents an adequate tool to evaluate the heterogeneity of exposure to Ae,
aegypti bites at individual and population levels in the African urban context. It could also
represent an alternative way to obtain new criteria for measuring the efficacy of the specific
vector control strategies used in urban settings and to allow a relevant monitoring of the

strategies developed by public health authorities in African contexts.

14
London School of Hygiene and Tropical Medicine, Keppel Street, London WC1TE 7HT, UK

82



381
382
383
384
385
386
387
388
389

390
391
392

393

394

395
396
397
398

399

400

401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412

Epidemiology and Infection

Ethics statement

The present study followed the ethical principles recommended by the Edinburgh revision of
the Declaration of Helsinki. The protocol was approved by the Ethics Committee of Cote
d’Ivoire, Mmistry of Health (June 2014; N° 41/MSLS/CNER-dkn). Written informed consent
of all the parents or legal guardians of children who participated mn this study was obtained

before inclusion.

Acknowledgments

We gratefully acknowledge the populations of Anoumabo, Bromakote, and Petit-Bassam,
especially householders and guardians of children, for their kind support and collaboration.

Financial support

This research was integrated into the ARBORISK multidisciplinary study funded through the
C2D programm(Contrat de Désendettement et de Développement; 2013). BZH Zamble was
supported by a PhD fellowship provided by the Méditerannée Infection Foundation. DD Zoh
was supported by a fellowship from the IRD.

Conflict of interest: None

15
London School of Hyglene and Tropical Medicine, Keppel Street, Londen WCTE 7HT, UK

Page 16 of 27

83



17 of 27

413
414

415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439

441
442
443
444
445

Epidemiclogy and Infection

References

[

10.

1.

13.

14,

Gubler DJ. (2010) The Global Threat of Emergent/Re-emergent Vector-Borne Diseases.
Iector Biol Ecol Control 39-62.

World Health Organizations. (2014) A global brief on vector-borne diseases. Available

from: www.who.int/world-health-day

Vega-Rua A et al.( (2014) High Level of Vector Competence of Aedes aegypiti and Aedes

albopictus from Ten American Countries as a Crucial Factor in the Spread of

Chikungunya Virus. Journal of Virology. 88, 6294-306.

United Nations (2018) Department of Economic and Social Affairs, Population Division.
The speed of urbanization around the world. 2018/1:1-2.

Uttara S et al. (2012) Impacts of urbanization on environment. Applied Science 2,10.

Li Y et al. (2014) Urbanization Increases Adedes albopictus Larval Habitats and

Accelerates Mosquito  Development and Survivorship. PLoS Negl Trop Dis. 8,

PMC4230920

Fofana D et al. (2019) Risk of Dengue Transmission in Cocody (Abidjan, Céte d'Ivoire).

Journal of Parasitological Research. PMC6348904.

Faye O et al (2014) Urban Epidemic of Dengue Virus Serotype 3 Infection, Senegal,

2009. Emerging Infectious Diseases 20, 456-9.

WHO (2016) Dengue Fever - Burkina Faso. World Health Organization. Available from:

http://www.who.int/csr/don/18-november--dengue-burkina-faso/en/

WHO (2017) Dengue fever — Cote d’Ivoire. World Health Organization. Available from:

http://www.who.int/esr/don/04-august-2017-dengue-cote-d-ivoire/en/

WHO (2011) Yellow fever in Cote d’Ivoire. WHO. World Health Organization Available
from: https://www.who.int/csr/don/2011 01 25/en/

Andersson N et al (2015) Evidence-based community mobilization for dengue prevention

in Nicaragua and Mexico (Camino Verde, the Green Way): cluster randomized controlled

trial. British Medical Journal 351, 3267.

Tur Cet al. (2021) Sterile Insect Technique in an Integrated Vector Management Program
against Tiger Mosquilo Aedes albopictus m the Valencia Region (Spain): Operating
Procedures and Quality Control Parameters. fnsects 12,

Huang Y-JS et al. (2017). Biological Control Strategies for Mosquito Vectors of

Arboviruses. Insects 8.

16

London School of Hyglene and Tropical Medicine, Keppel Street, London WCIE 7HT, UK

84



Epidemiology and Infection Page 18 of 27

446  15. Bowman LR et al. (2014) Assessing the Relationship between Vector Indices and Dengue

447 Transmission: A Systematic Review of the Evidence. PLoS Negl Trop Dis. 8.

448 16, Boyer S et al. (2014) Spatial and Temporal Heterogeneities of dedes albopictus Density
449 m La Reunion Island: Rise and Weakness of Entomological Indices, PLoS ONE 9.

450 17, Ribeiro JMC et al. (2003) Role of Arthropod Saliva in Blood Feeding: Sialome and Post-
451 Swalome Perspectives. Amnu Rev Entomol. 48, 73-88.

452 18, Doucoure S et al. (2015) Biomarkers of Vector Bites: Arthropod Immunogenic Salivary
453 Proteins in Vector-Borne Diseases Control, In: Preedy VR, Patel VB, editors, General
454 Methods in Biomarker Research and their Applications. p. 1177-205.

455 19, Drame PM et al (2010) Human Antibody Response to Anopheles gambiae Saliva: An
456 Immuno-Epidemiological Biomarker to Evaluate the Efficacy of Insecticide-Treated Nets
457 in Malaria Vector Control. 4m J Trop Med Hyg. 83, 115-21.

458  20. Fontaine A et al( 2011) Implication of haematophagous arthropod salivary proteins in
459 host-vector interactions. Parasite and V'ectors 4:187.
460 21, Doucoure S et al. (2012) Evaluation of the Human IgG Antibody Response to Aedes

461 albopictus Saliva as a New Specific Biomarker of Exposure to Vector Bites. PLoS Neg/
462 Trop Dis. 6(2).
463 22, Poinsignon A et al. (2008) Novel Peptide Marker Corresponding to Salivary Protein

464 gSGo6 Potentially Identifies Exposure to Anopheles Bites. PLoS ONE 3(6).

465 23, Rizzo C et al (2014) Differential antibody response to the Anopheles gambiae gSG6 and
466 ckES salivary proteins in individuals naturally exposed to bites of malania vectors. Parasire
467 and Vectors. 7.

468 24. Elanga Ndille E et al. (2012) First Attempt To Validate Human IgG Antibody Response

469 to Nterm-34kDa Salivary Peptide as Biomarker for Evaluating Exposure to Aedes aegypii
470 Bites. PLoS Negl! Trop Dis. 6(11).
471 25, Sagna AB ct a/ (2019) Spatial Assessment of Contact Between Humans and Anopheles
472 and Aedes Mosquitoes in a Medium-Sized African Urban Setting, Using Salivary
473 Antibody-Based Biomarkers. The Journal of Infectious Diseases 220:1199-208
474  26. Sagna AB et a/ (2018) New Immuno-Epidemiological Biomarker of Human Exposure to
475 Aedes Vector Bites: From Concept to Applications. Trop Med Infect Dis. 3(3).
476 27, Ndille EE et al. (2014) Human IgG antibody response to Aedes aegypri Nterm-34 kDa
a7 salivary peptide as an indicator to identify areas at high risk for dengue transmission: a
478 retrospective study in urban settings of Vientiane city, Lao PDR. Trop Med Int Health. 19,
479 576-80.

17

London Schaal of Hygiene and Tropical Medicine, Keppel Street, London WCTE 7HT, UK

85



190f27

480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509

Epidemiology and Infection

28. Elanga Ndille E et a/l. (2016) Human [gG Antibody Response to Aedes Nterm-34kDa
Salivary Peptide, an Epidemmological Tool to Assess Vector Control in Chikungunya and
Dengue Transmission Area. PLoS Negl Trop Dis. 10(12).

29. Kpan MDS ef al. (2021) Spatial Heterogeneity and Seasonal Distribution of Aedes

(Stegomyia) aegypri (L) in Abidjan, Céte d’Ivoire. ector-Borne and Zoonotic Diseases 21,

769-776.

30. Konan YL et al. (2013) Species composition and population dynamics of Aedes
mosquitoes, potential vectors of arboviruses, at the container terminal of the autonomous
port of Abidjan, Cote d’Ivoire. Parasite doi: 10.1051/parasite/2013013

31. WHO (2016) Entomological surveillance for Adedes spp. in the context of Zika virus:
interim guidance for entomologists.:(Who/ZikviVe/16.2): 10 p.

32. Nascimento KLC et al. (2020) Comparison Between Larval Survey Index and Positive
Ovitrap Index in the Evaluation of Populations of Aedes (Stegomyia) aegvpti (Linnaeus,
1762) North of Parana, Brazil. Environ Health Insights 14.

33. Chareonviriyaphap T et a/ (2003) Larval habitats and distribution patterns of Aedes
aegypti (Linnaeus) and Aedes albopictus (Skuse), in Thailand. Southeast Asian J Trop
Med Public Health 34, 529-35.

34. Hiscox A, et al. (2013) Risk Factors for the Presence of Aedes aegypti and Aedes
albopictus in Domestic Water-Holding Containers in Areas Impacted by the Nam Theun
2 Hydroelectric Project, Laos. Am J Trop Med Hyg. 88, 1070-8.

35. Fournet F et al. (2016) The Influence of Urbanization Modes on the Spatial Circulation
of Flaviviruses within Ouagadougou (Burkina Faso). fnt J Environ Res Public Health. 13.

36. Tauxe GM et al. (2013) Targeting a dual detector of skin and CO2 to modily mosquito

host-seeking. Cell. 155,1365-79,
37. Poinsignon A et al. (2019) Risk factors of exposure to Aedes albopictus bites in mainland
France using an immunological biomarker. Epidemiol Infect. 147,

38. Garcia-Rejon JE et al. (2011) Mosquito Infestation and Dengue Virus Infection in Aedes

aegypti Females in Schools in Mérida, México. Am J Trop Med Hyg. 84, 489-96.

18

London School of Hygiene and Tropical Medicine, Keppel Street, London WCTE 7HT, UK

86



Epidemiology and Infection Page 20 of 27

510  Figure legends

511

512 Fig 1. Map of the study areas in the city of Abidjan, Céte d’Ivoire.

513 The different study sites (Bromakote, Anoumabo, Petit-Bassam) are indicated by the red stars,
514

515 Fig 2. IgG responses to Aedes aegypti Nterm- 34 kDa salivary protein in the study sites.
516  Lach dot represents an individual IgG responses (AOD) against the Ae. aegypti Nterm-34 kDa
517  salivary peptide and the horizontal bar indicates the median value of specific IgG levels for the
518  site under study. The number of processed sera is indicated below (n).

519

520  Fig 3. IgG responses to Aedes aegypti the Nterm- 34 kKDa salivary protein according to age
521 classes.

522 Each dot represents the individual IgG responses (AOD) against the Ade. aegypri Nterm-34 kDa
523 salivary peptide and the horizontal bar indicates the median value of specific lgG levels for
524  each age group: A: [1-5], B: [6-10] and C: |11-14] years old. The number of processed sera 18
525  indicated below (n).
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Figure 1 : Map of the study areas in the city of Abidjan, Céte d’lvoire.The differents study sites (Anoumabo,
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Figure 3: IgG responses to Aedes aegypti the Nterm- 34 kDa salivary protein according to age classes,
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Table 1: Population characteristics and anti-Nterm-34 kDa IoG median level in the study sites
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b) Etude rétrospective de la circulation des arbovirus dans les trois quartiers d’étude
Cette etude retrospective a été realisee grace a la technique la technique immunologique
LUMINEX. Fondée sur le principe de la cytométrie en flux, la Technologie Luminex™ allie
I'utilisation de microsphéres fluorescentes et une détection laser. Ces microspheres (ou billes)
de couleurs différentes peuvent étre couplées individuellement a leur surface avec des sondes
oligonucléotidiques, des peptides ou des anticorps, permettant ainsi la détection d'alleles,
d'anticorps ou de peptides. Cette technique peut donc permettre la détection simultanée
d’anticorps (Ac) spécifiques dirigés contre différents arbovirus dans un liquide biologique, en

I’occurrence le sérum dans notre étude.

Nous avons ainsi recherché dans les sérums des cohortes d’enfants d’ Anoumabo, Bromakoté et
Petit-Bassam, la présence d’Ac IgG dirigés contre des antigénes (protéines structurales et
nonstructurales) de 9 arbovirus : CHIKV (E2), O’nyong-nyong (E2), ZIKV (NS1), DENV
sérotypes 1 a 4 (DENV1 NS1 a DENV4 NS1), USUV (NS1) et WNV (2 antigenes testés pour
ce virus, NS1 et E DIII).

Des IgG spécifiques a 6 arbovirus ont ainsi été détectés dans nos sérums : O’nyong-nyong,
ZIKV et DENV 1 a 4. Les pourcentages d’enfants positifs pour chacun de ces arbovirus sont
présentés (Figure 22). Le DENV 3 présente le plus fort pourcentage (10,6 %) suivi du virus du
Zika avec 6,3 % de la totalité des enfants testés.

En comparant le pourcentage des enfants infectés par les arbovirus en fonction des quartiers
(Figure 23), une différence significative est observée (p=0,015). Ces proportions d’enfants
infectés apparaissent statistiquement similaires entre les quartiers de Bromakoté et de
PetitBassam (p=0,54), mais ces proportions sont significativement supérieures a celles du

quartier d’Anoumabo.

96



12,0 10,6

10,0
8,0 5’3
6,0
~ 0,0 04 N I J 00 00 00
0,0 -
M, M, M, M,
&

SN

Figure 22: Pourcentage des différents arbovirus detectes dans les 3 quartiers d'Abidjan, Cote d'lvoire
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Figure 23: Pourcentage des enfants positifs aux arbovirus au sein de chacun des 3 quartiers d'Abidjan,
Cote d'lvoire
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Principaux résultats
Hypothese : 1) La réponse IgG dirigée contre 1’antigéne salivaire Nterm-34 kDa d’Aedes
aegypti représente un indicateur d’exposition des enfants aux piqdres de Aedes aegypti en
milieu urbain africain.

2) Les arbovirus circulent dans les quartiers de la ville d’ Abidjan

Résultats : 1) Les réponses 1gG anti-Nterm-34 kDa étaient significativement différentes entres
les quartiers d’étude (p=0,001), avec un fort niveau d’IgG spécifique dans le quartier de
Bromakoté par rapport quartiers d’Anoumabo et de Petit-Bassam (p=0,001 et p<0,001
respectivement)

2) Aucune différence significative de réponses IgG anti-peptide salivaire n’a été noté entre
les classes d’ages des enfants ([1-5], [6-10] et [11-14] ans).

3) Les différentes techniques et indices entomologiques, utilisés pour évaluer
I’hétérogénéité d’exposition aux Aedes entre quartiers, ont donné des résultats mitigés. Pendant
que les indices maison (45%), les indices larvaires (64,49%) et de Breteau (78) indiquaient que
les enfants du quartier d’ Anoumabo seraient les plus exposés a Ae. aegypti, I’indice de récipient
(21,60%) et les pieges pondoirs (52,04%) désignaient Petit -Bassam comme le quartier le plus
expose. Les piéges collants (68,38%) désignaient Bromakoté comme plus exposé aux piqlres
de Ae. aegypti. La tentative d’association en fonction des quartiers, les réponses IgG anti-
Nterm-34 kDa avec les données entomologiques s’est ainsi uniquement traduite en reprenant en
compte les résultats entomologiques obtenus avec les pieges collants.

4) L’état rétrospectif (ou historique) de I’infection des enfants aux arbovirus, identifié par
la technologie immunologique (détection des IgG spécifiques) LUMINEX, a montré que les
enfants etaient infectés par les arbovirus tels que DENV1 a DENV4, ZIKV et le virus de
O’nyong nyong avec a une détection majoritaire de DENV3. Au niveau des sites, les enfants
du quartier de Bromakoté et de Petit-Bassam ont été statistiquement (p<0,015) les plus infectés
aux arbovirus avec respctivement 8,33 et 10,66 % que les enfants d’ Anoumabo (03,94%).

Conclusion : Les réponses IgG anti-peptide salivaire specifique ont montré une hétérogéneité
d’exposition des enfants aux piqires d 'de. aegypti, dans chaque quartier et dans chaque classe
d’age des enfants. Les réponses IgG anti-peptide également montré une différence d’exposition
des enfants entre les quartiers. Suggérant ainsi un risque de transmission des arbovirus
différents selon les quartiers. Ce risque est apparu plus important a Bromakoté qu’ Anoumabo
et a Petit-Bassam. Les enfants vivant a Abidjan sont en effet infectés aux arbovirus avec plus
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d’enfants infectés a Bromakoté et Petit-Bassam qu’ Anoumabo. Les réponses IgG anti-Ntem 34 kDa d’
Ae. aegypti n’ont pas suivi ce niveau d’infection des enfants de Petit-Bassam mais était associe a celui
de Bromakté.

Cette étude montre que 1’utilisation des biomarqueurs d’exposition aux piqdres des Aedes pourraient
unn outil pertinent pour I’évaluation de 1’hétérogénéité d’exposition aux vecteurs d’arbovirus dans le
contexte urbain africain ainsi que le risque de transmission des arbovirus. La technique de detection
simultannée des arbovirus (LUMINEX) a montré un historique de circulation des arbovirus dans les
quartiers urbains en Afrique.

Au moment des prélévements, les enfants étaient porteurs d'lgG spécifiques contre ces virus, ils ont

donc été en contact avec le virus mais ne sont pas forcement infectés

II. ETUDE DU NIVEAU D’EXPOSITION DES POPULATIONS HUMAINES AUX PIQURES
DE AE. ALBOPICTUS AU SUD DE LA FRANCE METROPOLITAINE PAR L’UTILISATION
DU BIOMARQUEUR IMMUNO-EPIDEMIOLOGIQUE D’EXPOSITION

Cette deuxiéme étude de notre thése porte sur le volet immunologique du projet
ARBOMED/PRIAM, projet multidisciplinaire décrite plus haut dans le projet 2 du point 2 du
cadre de la thése.

2.1 Contexte de nos travaux

La France métropolitaine est en proie depuis les années 2004, a une colonisation progressive

par le moustique invasif Aedes albopictus nommé « moustique tigre », de différents
départements au Sud de la France (EID,2022), et plus particulierement sur le pourtour
méditerranéen. Plus de 60 départements (Figure 24) sont actuellement colonisés, des cas
d’arboviroses importées et des cas autochtones de transmission sont de plus en plus rapportés
dans ces départements colonisés par Ae. albopictus. (Santé publique France, 2021).
Il est donc nécessaire, non seulement d’évaluer 1’exposition des habitants aux piqtires d’Ae.
albopictus et leur hétérogénéité géographique mais aussi d’explorer les éléments de risque
associés au niveau d’exposition individuel des habitants de ces zones pour une meilleure
orientation des mesures de luttes contre Ae. albopictus et donc la réduction de la transmission
des arboviroses a la population.

Une étude en 2012 a été conduite sur la population de donneurs de sang du Sud de la France.
L’objectif de cette étude était d’explorer une potentielle association entre les données biomarqueurs

d’exposition aux piqires de Ae albopictus (les réponses anticorps IgG et IgM anti-EGS d’Adedes
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albopictus) et les facteurs de risque d’exposition des populations. Au nombre de ces facteurs de risque
figuraient la localisation des donneurs de sang et les caractéristiques de leurs logements (présence de
jardins, balcon, appartement individuel). Les principaux résultats de cette étude indiquaient que i) les

individus vivant dans les zones colonisées avant

2009 ou récemment colonisées (entre 2010 et 2012) présentaient des niveaux d’IgG antisalivaire plus
élevés que ceux vivant dans les zones non encore colonisées par Ae. albopictus.

Le type de logement ne semblait pas avoir d’impact sur le niveau d’exposition aux piqdres d 'Ae.
albopictus. Les personnes vivant en appartement avaient un niveau d’IgG EGS plus élevé que
celles des personnes vivant dans des maisons individuelles, mais cette différence n’était pas
significative. La présence de I’air conditionné ou de moustiquaires aux fenétres était associée a
une réduction notable de I’intensité des piqires des Aedes (Poinsignon et al., 2019). Dans le
cadre de nos activités de thése, nous avons travaillé des individus venant de la méme zone, dans
I’optique de détecter et de quantifier les anticorps 1gG et IgM anti-peptide salivaire (34 kDa
d’Aedes aegypti) afin d’indiquer de fagon spécifique le niveau d’exposition de 681/2400
donneurs de sang agés de 40 a 99 ans aux piqlres d’Ae. albopictus et ceci entre Septembre et

Octobre 2012 (mois du pic d’exposition).

France Métropolitaine P | ‘\,-
Départements ol le moustique tigre est installé é : \_\

2021

B Visconis Amivs aftopi nm

Figure 24: Départements du Sud de la France colonisés par Aedes albopictus depuis 2004

(Santé publique France,2021)
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Nous avons ensuite analysé les taux d’Ac IgG et IgM en fonction des : i) régions (Corse, Paca,
Occitanie et 1’Auvergne), les départements d’habitation des populations d’étude, et ii) de
certains facteurs socio-environnementaux (type d’habitats, existence de jardins, de systéme de
climatisation, présence de moustiquaires sur les fenétres, &ge des individus) de leur milieu au
Sud de la France métropolitaine.
Cette zone étant colonisée par plusieurs types d’arthropodes vecteurs (Raison d’implémentation
du projet ARBO-MED/PRIAM), les analyses des résultats de nos travaux de thése se focalisera
sur les facteurs de risque associés aux niveaux d’exposition des populations exclusivement aux
Ae. albopictus au Sud de la France métropolitaine.

Dans cette zone du Sud de la France métropolitaine (Figure 25), 4 régions ont été
sélectionnées pour ce projet : 3 régions colonisées par Ae. albopictus au moment des études
(Corse, Occitanie et PACA) et une non colonisée en 2012 (Auvergne), qui pouvait permettre

d’étudier une « région controle ».
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Figure 25:Sites d'étude du projet ARBO-MED/PRIAM.

En jaune et encerclés en rouge les difféerents départements d’étude

La population d’étude était essentiellement composées d’adultes agés entre 40 et 99 ans présentant
différents états de santé (Tres bonne santé, Assez bonne santé et trés mauvaise santé).
Le tableau 4 et 5 résument les différentes caractéristiques de cette population d’étude et présentent

certains facteurs socio-environnementaux de leur milieu de vie.
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2. 2 Caractéristiques de la population d’étude

Tableau 4: Caractéristiques de la population d’étude

" Caractéristique de la population Auvergne Corse Occitanie PACA Total p
N(%) 50(07,30) 122(17,90) 158(23,20) 351(51,50) 681 (100) -

Age, moyenne? 64,62 65,45 65,76 67,68 66,61 0,094
(IC 95%) (59,50-69) (62,50- 67,50)  (63,49-67,50) (66 -69) (65,50-67,50)
Groupe d’age? (%)
[40-60] 23 (46,00) 47 (38,52) 57 (36,07) 113 (32,19) 240 (35,24)

[61-80] 19 (38,00) 54 (44,26) 76 (48,10) 117 (50,43) 326 (47,87) 0,570
[81-100] 08 (16,00) 19 (15,57) 25 (15,82) 57 (16,24) 109 (16,01)

NAP 0 02 (01,64) 0 04 (01,13) 06 (0,88)

Ratio du genre (Masculin/Féminin) 0,85 (23/27) 1,10 (64 /58) 1,33 (89/69) 0,93(169/182) 01,11(358/323) 0,180
Etat de santé (%)

Trés bonne santé 30 (62,50) 70 (59,80) 91 (60,30) 195 (56,90) 386(58,60)

Assez bonne santé 18 (37,50) 47 (40,20) 60 (39,70) 147 (42,90) 272 (41,30) 0,914

Trés mauvaise sante 0 0 0 01 (0,20) 01(0,20)
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Tableau 5: Facteurs socio-environnementaux du milieu de vie de la population d'étude

Commodités de vie Auvergne Corse Occitanie PACA Total p

Air conditionné (%)

Oui 10 (20,80) 19 (15,60) 30 (19,20) 77 (22,20) 136 (20,20) 0,462
Non 38 (79,20) 103 (84,40) 126 (80,80) 270 (77,80) 537 (79,80)

Jardins (%0)

Oui 30 (63,82) 102 (87,20) 127(83,00) 262 (74,65) 521 (77,99)

Non 17 (36,20) 15 (12,80) 26 (17,00) 71 (20,23) 129 (19,31) <0,0001
NA 0 0 0 18 (05,12) 18 (02,70)
Moustiquaires sur les fenétres (%)

Oui 11 (22,90) 35 (29,70) 37(23,90) 78 (23,10) 161 (24,50) 0,550
Non 37 (77,10) 83 (70,30) 118 (76,10) 259 (76,90) 497 (75,50)

Type de logements (%)

Appartements 15 (30,00) 19 (16,8) 38 (25, 30) 81(23,83) 153 (23,40)

Maisons individuelles 33 (66,00) 92 (81,40) 109 (72,70) 253 (74,20) 487 (74,50) 0,485
Autres 02(04,00) 02 (01,80) 03 (02,00) 07 (02,10) 14 (02,10)
Vidange des réservoir d’eau (%)

Souvent 04 (08,70) 21 (18,40) 29 (20,00) 55(16,70) 109 (17,20)
Rarement 15 (32,60) 34 (29,40) 44 (30,33) 113(34,30) 206 (32,50) 0,627
Jamais 27 (58,70) 59 (51,80) 72 (49,70) 116 (48,90) 319 (50,30)
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3. Résultats

Les données pour le volet immunologique du projet ARBO-MED/PRIAM, ont été
recueillies dans le mois de Septembre 2012. Cette période était une période de forte présence
de Ae. albopictus et considéré comme le mois du pic d’exposition. Ainsi, pour identifier les
facteurs qui pourraient favoriser et expliquer le comportement de piqdre de Ae. albopictus dans
cette partie de la France métropolitaine, les niveaux de réponses spécifiques 1gG et IgM
antiNterm-34 kDa d’de. aegypti ont été comparés selon les régions, les départements, les

années de colonisation des départements et les facteurs socio-environnementaux.

3.1 Réponses IgG et IgM anti-34 kDa en fonctions des régions

En fonction des régions Corse, Occitanie, Paca (régions colonisée par Ae. albopictus) et

I’Auvergne (région non colonisée en 2012), une hétérogénéité de réponses d’Ac IgG et IgM
anti-peptide salivaire a été observée (Figure 26A et 26B). Les niveaux médians d’IgG et d’IgM
spécifiques étaient significativement différents entre les régions (p<0.0001).
La comparaison deux a deux avec le Dunn’s test des différents médians des réponses IgG
specifique, les réponses IgG spécifique étaient plus élevées dans les régions colonisées (Corse,
Occitanie, Paca) que dans celui de I’Auvergne (région non colonisée). De plus, un niveau
médian d’IgG spécifique était plus élevé en Occitanie et en PACA qu’en Corse (p=0,018 et
p<0,0001 respectivement).

La comparaison deux a deux avec le Dunn’s test des niveaux médians d’IgM, indiquait une
différence significative entre le niveau médian d’IgM spécifique entre la région d’Occitanie et
de PACA (p=0,0006) et entre la région de PACA et celle de la Corse (p=0,058). Seule la région
d’Occitanie indiquait une différence significative de niveau médian des IgG par rapport a celui

de la « région controle » Auvergne (p= 0,007).
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Figure 26: Hétérogénéité de réponse Ac anti-peptide salivaire d'Ae. aegypti selon les régions.

(A) Réponses 1gG anti-Nterm 34 kDa d’Ae.aegypti. (B) Réponses IgM anti-Nterm 34 kDa
d’aegypti. Chaque point représente la réponse IgG et IgM (AOD) de chaque individu prélevé.
Les barres rouges désignent le niveau médian des Ac IgG et IgM d’une région. Le nombre

d’individus dont les sérums ont été testés dans chaque région est indiqué par (n).

3.2. Réponses IgG et IgM anti-Nterm-34 kDa d’de. aegypti en fonction des
départements des régions Occitanie et PACA

Afin de mettre en exergue les différences d’exposition entre les départements des régions
colonisés par Ae. albopictus, des comparaisons de niveau de réponse Ac anti-Nterm-34 kDa ont
été réalisées entre les différents départements d’Occitanie et de PACA. Seuls les départements
de ces 2 régions ont fait ’objet d’étude en raison du nombre supérieur des ces départements par
rapport aux départements d’Auvergne (2 départements) et de Corse.

En Occitanie, en plus de I’hétérogénéité des réponses IgG spécifiques intra-départements,
le niveau médian d’IgG spécifique était différent de fagon significative (p<0,0001), test de
kruskall wallis) entre les départements. Le Dunn’s test utilis€¢ pour la comparaison deux a deux
des niveaux médian d’IgG a indiqué que les réponses IgG spécifiques des individus vivant dans
les départements 30 et 34, étaient plus élevés que celles des départements 31 et 66 (Figure 27).
Dans la région PACA, une hétérogénéité du niveau des IgG anti- Nterm-34 kDa d’Ade. aegypti
a aussi été observée au sein de chaque département (Figure 28). La comparaison entre les
départements du niveau médian d’IgG a montré une différence significative entre les

départements (p<<0,0001). Le département 34 puis 83 qui présente un taux d’IgG le plus élevé
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alors que niveau IgG semble similaire pour les autres départements. La comparaison deux a
deux avec le Dunn’s test indique une différence significative du taux d’Ac IgG entre le
département 04 et 13 et entre les départements 05 et 13 (04 vs 13, p<0.05 ; 05 vs 13 ; p<0.05).
Bien qu’une hétérogénéité de réponses Ac IgM anti-Nterm-34 kDa d’Ae. aegypti ait été
observée au sein de chaque département(Figure 28). Mais aucune différence significative des
niveaux médians d’IgM n’a été noté entre les départements d’Occitanie (p=0.0273 ; test non

paramétrique de kriskall-Wallis) et de Paca (p>0.05 ; test non paramétrique de kriskall-Wallis).
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Figure 27: Hétérogénéité des réponses Ac anti-pepetide salivaire d'Ae. aegypti selon les
départements en Occitanie

(A) Réponses IgG anti-Nterm 34 kDa d’Ae. aegypti. (B) Réponses IgM anti-Nterm 34 kDa
d’Ae. aegypti. Chaque point représente la réponse IgG et IgM (AOD) de chaque individu
prélevé. Les barres rouges désignent le niveau médian des Ac IgG et IgM d’une région. Le
nombre d’individus dont les sérums ont été testé dans chaque département est indiqué (n
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Figure 28: Hétérogenéité de réponse Ac anti-peptide salivaire d'Ae.aegypti selon les
départements en PACA

(A) Réponses IgG anti-Nterm 34 kDa d’Ae. aegypti. (B) Réponses IgM anti-Nterm 34 kDa d’Ae.
aegypti. Chaque point représente la réponse IgG et IgM (A0OD) de chaque individu prélevé. Les
barres rouges désignent le niveau médian des Ac IgG et IgM d’une région. Le nombre

d’individus dont les sérums ont été testé dans chaque département est indiqué (n).

3.3 Réponses 1gG et IgM anti-Nterm-34 kDa en fonctions des années de colonisation
des départements

Nous avons évalué le niveau d’Ac IgG et IgM spécifique en fonction des années de
colonisation des départements par Ae. albopictus en suivant 3 classes d’années sélectionnés
arbitrairement (2004 a 2009 ; 2010 a 2012 et 2012 ou les départements n’était pas encore
colonisés).

Le niveau médian d’IgG spécifique était significativement différent entre les départements
selon les années de colonisation (p=0,0022 ; test non paramétrique kruskall-wallis).

Les départements colonisés entre 2010 et 2012 présentaient un niveau médian d’Ac IgG
specifique statiquement plus élevé que celui des départements non colonises (non colonisé en
2012) au moment de I’étude (p<0,001 ; comparaison deux a deux avec les Dunn’s test ; Figure
29). Le niveau médian d’IgG des départements colonisés entre 2004 et 2009 était plus élevé a
celui des départements non encore colonisé en 2012 de fagon surprenante cette différence

n’était pas significative (p>0,05).
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Figure 29: Hétérogénéité de réponse Ac anti-peptide salivaire d'Ae. aegypti selon les années de
colonisation des départements.

(A) Réponses IgG anti-Nterm-34 kDa d’Ae. aegypti. (B) Réponses IgM anti-Nterm 34 kDa
d’Ae. aegypti. Chaque point représente la réponse I1gG et IgM (A10D) de chaque individu
prélevé. Les barres rouges désignent le niveau médian des Ac IgG et IgM dans chaque
tranche d’année. Le nombre d’individus dont les sérums ont été testé dans chaque
département est indiqué (n).

Au niveau des réponses IgM spécifique, bien qu’il ait eu une hétérogénéité de réponses IgM,
les médianes du niveau des IgM spécifique sont toutes nulles. Donc statistiquement similaires
suivant les découpages des années de colonisation des départements par Ae. albopictus (

p=0.074 , test non paramétrique kruskall-Wallis).

3.4 Effets des facteurs socio-environnementaux sur les réponses 1gG et IgM
antipeptide salivaire

Les différences de niveau des réponses Ac anti-peptide Nterm-34 kDa d’Ae. aegypti
observées entre différentes régions et plus en détails entre les différents département d’études,
nous a conduit a prospecter du coté des facteurs qui pourraient impacter ces réponses Ac
spécifiques. Cette analyse incluait des facteurs socio-environnementaux du milieu de vie des
populations du Sud de la France.

Les facteurs tels que le Jardin, type de logement, de systeme de climatisation, la
moustiquaire sur les fenétres, la fréquence de vidange des réservoir d’eau, la pratique de
I’¢levage d’animaux et la présence des animaux domestiques ont été retenus du fait de leur
potentiel influence sur la densité vecteur Aedes dans une zone donnée (Sabatini et al. 1990;
Joshi et al. 2006; Whiteman et al. 2019).
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La comparaison des médianes 1gG spécifiques entre les individus utilisant les commaodités
de vie ou pratiquant certaines activités (Elevage d’animaux et la vidange des réservoirs d’eau)
et ceux n’en disposant pas ou n’élevant pas les animaux, nous a indiqué les différents niveau
médiane d’Ac IgG mais cette différence n’était pas significative. Par exemple, les niveaux
médian d’IgG entre les personnes utilisant de 1’air conditionné et ceux n’en utilisant pas était
respectivement de 0,15 et 0,16 malgré le pourcentage de personne 79,80 n’utilisant pas de I’air
conditionné. Cette différence de médianes n’étaient donc pas significatives comme c’est le cas
d’autres facteurs présentés (Tableau 6).

Les réponses IgM anti-Nterm 34 kDa quant a elles ont données toutes des médians nulles selon

les facteurs de risque en présence.
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Tableau 6: Influence des facteurs de risque sur les réponses IgG et IgM anti-peptides 34 kDa d'Ae. aegypti

Ooul NON

Equipements

| % d’individu Médiane IgG % d’individu Médiane IgG p
Air conditionné 20,20 0.150 79,80 0,16 0,461
Jardins 79,99 0,140 19,31 0,17 0,244
Moustiquaires sur fenétres 24,50 0,145 75,50 0,167 0,256
Appartement 23,40 0,180 76,60 0,159 0,463
Maisons individuelles 74,50 0,159 25,60 0,18 0,267
Vidange des réservoir d’eau 49,70 0,173 50,30 0,151 0,374
Elevage d’animaux 38,32 0,137 41,85 0,164 0,246
Animaux domestiques 03,38 0,163 89,86 0,164 0,741
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4.Discussion

Cette étude portant sur des populations adultes (donneurs de sang) vivant dans 4 régions du

Sud de la France métropolitaine, visait a évaluer leur niveau d’exposition aux piqures d’Ae. albopictus
pendant une période de forte pullulation d’Ae. albopictus (Septembre 2012).
A cet effet, les réponses Ac 1gG et IgM anti-Nterm 34 kDa d’Ae. aegypti ont été dosées dans leurs
sérums et analysés suivant i) les régions colonisées (Corse, Occitanie, Paca ) et région non colonisée
(Auvergne), ii) les départements de ces régions, iii) les années de colonisation des régions par Ae.
albopictus et iv) les facteurs socio-environnementaux du milieu de vie de la population d’étude.

Une hétérogénéité de réponses IgG et IgM spécifique a été notée au sein des régions et des
départements qu’ils soient exposés ou non aux piqires d 'Ae. albopictus. Au sein de chaque région et
département (Occitanie et PACA), les réponses IgG et IgM de chaque habitant (AOD) y sont différents
ety varient de 0 a 1,5. Il y aurait au sein de chaque région et de chaque département une différence de
niveau d’exposition des habitants aux piqlres d 'de. albopictus. En plus de cette hétérogénéité des
réponses 1gG et IgM au sein des régions et les départements, une différence significative des réponses
IgG et IgM spécifique a été mis en exergue entre les régions et entre les départements. La région de
PACA et Occitanie semblent plus exposées que Corse et Auvergne. Aussi nous avons détecté 1gG et
IgM en Auvergne chez un bon nombre d’individus. La comparaison du niveau d’exposition entre les
départements, montre une différence significative de niveau d’exposition au vecteur entre les différents
départements d’Occitanie et de PACA.

En Occitanie, les habitants des département 30 et 34 semblaient plus exposés aux piqires d’Ae.
albopictus que ceux des départements 31 et 66 . Dans la région de PACA, ce sont plutét les habitants
des départements 13 et 83 qui étaient plus exposés que ceux vivant dans les départements 04, 05, 06
et 84. Cela viendrait confirmer la variabilité de niveau d’exposition des hommes aux vecteurs en milieu
naturel comme déja indiquée par des études antérieures utilisant la réponse Ac IgG dirigés contre
Nterm-34 kDa d’Ae.aegypti comme biomarqueur d’exposition des hommes aux piqiires des Aedes
(Elanga Ndille et al. 2012b; 2016b; Sagna et al. 2018a).

Entre les régions aussi, il y aurait une différence de niveau d’exposition de la populations d’étude
aux piqlres d’Ade. albopictus. Cette exposition semble plus importante dans les régions ou les
populations étaient exposees aux piqdres d 'de. albopictus que la région d’Auvergne
(régions non exposée au moment des études). Les populations semblent plus exposées aux piqdres
d’Ae. albopictus dans les régions d’Occitanie et de PACA que les populations vivant en Corse, d’ou

la réponse 1gG plus élevée dans ces regions (PACA et Occitanie).
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Les facteurs socio-environnementaux pourraient étre associés a une telle situation. Mais dans le
cadre de cette étude une association entre le niveau d’exposition et les reponses biomarqueur
d’exposition aux piqares des Aedes n’a pu étre mis en exergue. En effet ’analyse des facteurs de risque
d’exposition des habitants aux piqtres d 'de albopictus, a montré des variations individuelles de niveau
d’exposition des habitants, traduit par le taux de réponses IgG, mais ces variations n’étaient pas
statistiquement significatives.

In fine, ces résultats permettraient ainsi d’identifier les zones a risque ou les populations a risque
d’infection par les arbovirus avec le concours du biomarqueur d’exposition aux piqires de 1'Ae.
albopictus. De telles conclusions furent observées a la suite des études menées par Elanga et
collaborateurs en 2014 dans la ville capitale de Vientiane au Laos en Asie du Sud-Est et par Sagna et
collaborateurs dans 4 quartiers urbains a St-Louis au Nord du Sénégal (Ndille et al. 2014b; Sagna et
al. 2019).

De méme, les réponses IgM spécifiques utilisées afin d’apprécier de potentiels récentes expositions
des individus et donc des zones nouvellement colonisés /exposés aux piqres d 'Ae. albopictus au sein
de la population, semblaient indiquer une différence significative de niveau d’IgM des individus entre
les régions dites exposées et la région non exposée (Auvergne). La région de PACA semblerait
regorgée plus de nouveaux exposés aux piqures de d’Aedes que les autres régions méme si le niveau
médian d’Ac IgM semble tres faibles dans chaque région. Cela pourrait s’expliquer par I’arrivée dans
cette région des nouvelles personnes ou des personnes de retour des vacances.

La région d’ Auvergne bien que désignée comme étant non colonisée en 2012 donc potentiellement
non exposée aux vecteur Ae. albopictus au moment du déploiement du projet PRIAM, semblait abriter
des individus anciennement ou nouvellement exposés aux piqdres d 'de.albopictus. Cela pourrait étre
due une faible présence du vecteur dans les deux départements d’ Auvergne (département 15 et 43) au
moment des études que les pie¢ges entomologiques n’auraient pas permis de quantifier. Le biomarqueur
a déja montré son efficacité dans de telles situation en dans une zone rurale du Benin en Afrique de
I’Ouest et a Saint-Denis a la Réunion. En effet, dans le cas de faible intensité vectorielle pendant la
saison seche, les réponses Ac IgG anti-Nterm 34 kDa ont été détectées chez des enfants Béninois. De
faibles niveaux d’IgG anti-Nterm 34 kDa chez les adultes de la Réunion a la suite d’une LAV ou de
faible intensite vectorielle a été enregistrée (Elanga Ndille et al. 2012a; 2016b).

Aussi faut-il prendre en compte le déplacement (Aller-retour) de certains habitants de cette région
de I’Auvergne vers d’autres régions plus exposées a Ae. albopictus pour les besoins de travail ou de

vacances.
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Le biomarqueur d’exposition (réponse Ac IgG et IgM spécifique a ce peptide salivaire) aiderait a
identifier une zone de forte exposition aux vecteur Aedes. Comme cela fut le cas dans plusieurs études
utilisant les réponses Ac anti-Nterm 34 kDa d’Ae.aegypti (Ndille et al. 2014b; Sagna et al. 2018b;
2019).

Enfin, en comparant les niveaux d’IgG et d’IgM suivant les années de colonisation des régions
(2004 a 2009 ; 2010 a 2012) et des régions non encore colonisées en 2012, les populations étaient
différemment exposées aux piqdres de Ae. albopictus. Cette exposition semblait étre plus importante
entre 2009 et 2012. Les facteurs climatiques et environnementaux pourraient étre un argument en
faveur de la forte, pullulation des vecteurs Aedes albopictus d’ou I’exposition forte des habitants aux
piqlres d’Ae. albopictus pendant cette période. Une étude portant sur I’implantation annuelle de Ae.
albopictus depuis le Sud de la France métropolitaine de 2006 a 2012, a identifié a travers un modele
mathématique 1’utilisation des terres agricoles, le paysages semi-urbains et urbains comme facteurs
ayant contribuer a la colonisation de nouvelles zones par Ae. albopictus (Roche et al. 2015).

Le biomarqueur immuno-épidémiologie dans ce contexte, semble étre un indicateur du niveau
d’exposition non seulement individuel mais aussi collective. Il nous a permis d’indiquer de fagon
spécifique I’hétérogénéité du niveau d’exposition de la population du Sud de France, nous permettant
de rendre compte de la variabilité du niveau d’exposition de ces populations dans leur milieu de vie.
Enfin, le biomarqueur immuno-épidémiologique nous a permis 1’identification des régions et les
départements dont les populations sont sujettes aux piqures répétées d’Ae albopictus et donc au risque
élevé de transmission des arbovirus aux populations humaines au Sud de la France métropolitaine.
Une association entre les facteurs de risque et les réponses Ac IgG et IgM anti-peptide salivaire n’ont
pu étre mis en exergue de facon formelle.

D’autres facteurs comme la pluviométrie, la température, la densité de vecteur nous auraient peut-étre
montré une association avec le niveau des données biomarqueurs comme indiqué par d’autres étude

auparavant (Elanga Ndille et al. 2012b; Doucoure et al. 2014; Yobo et al. 2018;

Sagna et al. 2018a). Mais ils n’ont été fournis dans le cadre de cette étude.
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Principaux résultats
Hypothese : Les réponses IgG et IgM dirigées contre 1’antigéne salivaire Nterm-34 kDa de
Aedes aegypti représentent des indicateurs du niveau d’exposition (ancienne et récente, pour

IgG et IgM, respectivement) humaine aux piqiares d’Aedes albopictus.

Résultats : 1) Le niveau médian des IgG specifiques était plus eleve dans les regions colonisees
(Corse, Occitanie et PACA) que dans la région non colonisée (Auvergne) par Ae. albopictus.
La réponse IgG spécifique IgG était plus elevé en Occitanie et en PACA par rapport a la Corse
(p=0,018 et p< 0,0001 respectivement).

2) Le niveau médian des IgM anti-peptide salivaire, indiquait une différence significative
entre les régions exposées. Seule la région d’Occitanie indiquait, pour 1’IgM, une différence
significative de niveau médian par rapport a celui de I’ Auvergne (p= 0,007).

3) En Occitanie, les niveaux médians des réponses 1gG anti-peptide des départements 30
et 34, étaient plus élevés que celles des départements 31 et 66 (p<0.0001). Pas de différence
significative de réponses IgM anti-Nterm-34 kDa était observée entre les différents
départements d’Occitanie (p=0,0273).

4) En PACA, une différence significative du niveau des IgG spécifique était détectée entre
le département 04 et 13 et entre les départements 05 et 13 (04 vs 13, p<0.05 ; 05 vs 13 ; p<0.05).
Le niveau médian des IgG des départements 13 et 83 plus élevé que ceux des autres
départements (04 ;05 ;06 ;84). Aucune différence significative du niveau médian d’IgM anti-
Nterm-34 kDa d’Ae. aegypti n’a été observé entre les départements de PACA (p>0.05).
5) Les départements colonisés entre 2010 et 2012 (Département N°66 dans la région
d’Occitanie et N°13, N° 34, N° 84 et N°04 dans la région de PACA), présentaient un niveau
médian de réponses 1gG anti-peptide statiquement plus élevés que celui des départements non
colonisés (non colonisé en 2012) au moment de I’étude (p<0,001). Le niveau médian d’IgG des
individus des départements colonisés entre 2004 et 2009 était plus élevé a celui des
départements non encore colonisé¢ en 2012 mais cette différence n’était pas significative (p>0
,05). Aucune différence significative de niveau médian d’IgM anti-Nterm34 kDa a été observee
entre les départements selon les années de colonisations (p>0.074). 6) Aucune
variation significative du niveau médian des IgG anti-Nterm-34 kDa entre les individus utilisant

les commodités de vie ou pratiquant certaines activités (Elevage d’animaux et la vidange des
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réservoirs d’eau) et ceux n’en disposant pas et n’¢levant pas les animaux a été observée. Les

niveau médian d’IgM entre les individus des 4 régions) était pratiquement nul.

Conclusion : La réponses IgG anti-Nterm-34 kDa d’dedes aegypti pourrait constituer des
biomarqueurs immuno-épidémiologiques d’exposition humaine aux piqlres d 'Ae. albopictus
en contexte de France métropolitaine. Mais il est difficile dans 1’étude actuelle d’associer ces
niveaux d’exposition a des facteurs de risque. Chose qui nous aurait permis de dresser un
ensemble d’éléments environnementaux et climatiques a prendre en compte lors d’une
éventuelle intervention des équipes impliquées dans la lutte anti-vectorielle contre le moustique
tigre (Ae. albopictus). La sélection de la population d’étude basée sur les « donneurs de sang
EFS », bien que trés pratique au niveau opérationnelle, pourrait étre un biais dans sa
représentativité de la population générale vivant dans ses départements étudies.

Les IgM anti-Nterm-34 kDa d’Aedes aegypti exploitées dans 1’optique d’identifier les zones et
les individus nouvellement colonisées et exposés respectivement, n’a répondu que trés
partiellement a nos préoccupations. La région d’ Auvergne désignée comme région non exposée
aux piqures d’Ae. albopictus au moment des études a présenté cependant des individus positif
en Ac anti-peptide salivaire suggérant qu’ils étaient « récemment » exposés tout comme les
régions anciennement exposées. Les régions d’Occitanie et de PACA se sont trouvées avec un
nombre important de nouveaux exposés par rapport a 1’Auvergne. L’utilisation de ce
biomarqueur a permis d’identifier ou tout au moins de déterminer un proxy des régions les plus
exposes au Sud de la France, ce qui est une premiere. De maniére intéressante, ce biomarqueur
a permis de mettre en évidence une hétérogénéité d’exposition entre départements au sein d’une

méme région.
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I1I.DEVELOPPEMENT ET VALIDATION D’UN BIOMARQUEUR
IMMUNEPIDEMIOLOGIQUE D’EXPOSITION AUX PIQURES DE CULEX : ETUDE
PILOTE

Résume des activités menées pendant cette étude

Cette étude a bénéficié du projet JEAI EVAPAL-CI dont I’objectif était, initialement
d’évaluer le risque de transmission du paludisme aprés la crise socio-politique dans la ville de
Bouaké.

Dans le cadre de notre these, nous avons exploité les échantillons venant de 3 quartiers de
la ville de Bouaké et d’1 village a proximité qui ont été collectés durant la saison seéche
(MarsAvril 2015). Les données socio-anthropologiques, géographiques, entomologiques,
épidémiologiques, parasitologique et immunologiques par la méme occasion ont été collectés
pendant la saison des pluies (Aolt 2014) et la saison séche (Mars-Avril 2015). Les EGS
(Extraits totaux de Glandes Salivaires) ont été collectées sur des femelles de Culex
quinguefasciatus élevées au laboratoire de I’Institut Pierre Richet a Bouaké. En plus, une
production sous forme recombinante de la protéine salivaire 30 kDa a été utilisée. Cette protéine
avait été identifié comme candidat biomarqueur (L. Almeras, IRBA, Marseille) par techniques
immuno-protéomiques et bio-informatiques spécifique et immunogeéne dans la salive de Culex
quinquefasciatus.

Pour les besoins de notre étude, 223 échantillons de sérums des enfants 4gé de 1 a 14 ans
(pour étre sar de doser que les anticorps IgG produit par les enfants et non ceux transmis par la
meére aux plus jeunes enfants) venant des sites Dar-es-salam, Kennedy, N’Gattakro et Petessou
ont été exploités.

Les réponses Ac IgG anti-EGS ont été dose par la technique ELISA afin d’estimer leur
potentiel indicateur de niveaux d’exposition des enfants aux piqtres de Culex quinquefasciatus.
Pour une identification spécifique de Culex quinquefasciatus, les réponses Ac 1gG spécifique a

la protéine recombinante 30 kDa ont été analyses.

Les résultats de nos analyses ont fait 1’objet d’un article publié dans le journal Plos NTD.
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Abstract

Background

Culex mosquitoes are vectors for a variety of pathogens of public health concern. New incs-
cators of exposure to Culex bites are needed to evaluate the risk of transmission of associ-
ated pathogens and to assess the efficacy of vector control strategies. An alternative to
entomological indices is the serological measure of antibodies specific to mosquito salivary
antigens. This study investigated whether the human IgG respense to both the salivary
gland extract and the 30 kDa salivary protein of Culex quinquefasciatus may represent a
proxy of human exposure 1o Culex bites,

Methodology/Principal findings

A multidiscipiinary survey was conducted with children aged 1 to 14 years living in neighbor-
hoods with varying expasure to Culex quinquafasciatus in the city of Bouaké, Céte d'lvoire.
Children living in sites with high exposure to Cx quinquefasciatus had a significantly higher
1gG response to both salivary antigens compared with children living in the control site
where only very few Culex were recorded. Moreover, children from any Culex-high exposed
sites had significantly higher I9G responses only o the salivary giand extract compared with
children from the control village, whereas no difference was noted in the anti-30 kDa IgG
response. No significant differences were noted in the specific IgG responses between age
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and gender. Sites and the use of a bed net were associated with the level of IgG response to
the salivary gland extract and to the 30 kDa antigen, respectively.

Conclusions/Significance

These findings suggest that the IgG response to Culex salivary gland extracts is suitable as
proxy of exposure; however, the specificity to the Culex genus needs further investigation,
The lower antigenicity of the 30 kDa recombinant protein represents a limitation to its use.
The high specificity of this protein to the Culex genus makes it an attractive candidate and
other specific antibody responses might be more relevant as a biomarker of exposure.
These epidemiological observations may form a starting point for additional work on devel-
opéng serological biomarkers of Culex exposure.

Author summary

The evaluation of exposure to mosquitoes is a key parameter in assessing the risk of trans-
mission of associated pathogens, including zoonoses. Entomological methods represent
the gold standard but have several limitations, and efforts are being made to develop new
indicators to accurately assess human-Crlex contact. This study showed the 1gG response
to Culex quinguefasciatus salivary gland extract is suitable proxy of exposure to Culex
bites. The lower antigenicity of the 30 kDa recombinant protein represents a limitation to
its use. The high specificity of this protein to the Culex genus makes it an attractive candi-
date and other isotypic antibody responses specific to this salivary antigen might be more
relevant as a biomarker of exposure.

Introduction

Culex spp. mosquitoes (Diptera: Culicidae) are widespread globally, except in Antarctica, They
can be found in tropical and temperate areas, with more than 770 species described and
grouped into 26 subgenera. They can feed both on humans and animals [1,2] increasing their
potential for transmission of zoonotic diseases and thereby making them a real threat to public
health. Culex quimquefasciatus is the most common mosquito species in urban tropical settings
[3] and is responsible for the transmission of a wide variety of pathogens, such as filaria para-
sites including Weuchereria bancrofti that cause lymphatic filariasis [1], and avian malaria para-
sites ( Plasmodium relictum). It can also transmit numerous human viruses, including West
Nile, Japanese encephalitis, Saint Louis, and Rift Valley fever viruses [3]. Morcover, even in the
absence of disease transmission, these mosquitoes are a serious nuisance as biting pests world-
wide [&].

Culex quinquefaseiarus mosquitoes are widespread in Cote d'Ivoire [7] and a high seroprev-
alence of West Nile virus (WNV) has been reported in horses [£]. Human lymphatic filariasis
is endemic in many districts [7] where mass drug administration has been introduced since
2014 to stop the spread of the infection, as reccommended by the World Health Organization
[2]. Thus, in the absence of human vaccines against most of the Caulex-borne diseases and the
difficulties to cover all endemic areas with drug treatment, disease transmission could be pre-
vented through the reduction of Culex populations. The control of vector population consists
of personal (e.g., long-lasting insecticide-treated mosquito nets) and collective strategies (e.g.,
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improvement of the living ¢nvironment, indoor residual spraying of insecticides) or innova-
tive approaches such as the radiation-based sterile insect technique [10].

The most common approaches for evaluating the risk of disease transmission and the effec-
tiveness of vector control strategies are based on entomological methods [11.12]. However,
they have some limitations because they are labor-intensive, face budgetary and logistical con-
straints, and have ethical limitations when human-landing catches (HLCs) are deployed [13].
Although HLCs are the current relevant indicators of the intensity of contact between humans
and vectors, these measures are gencerally applied to a limited area/population and do not take
into account the heterogencity of inter-individual exposure. Therefore, there is a demand for
the development of alternative strategies to accurately evaluate human exposure to Culex mos-
quito bites at individual level, and to estimate the potential risk of Culex-borne pathogen trans-
mission in exposed populations.

During blood-feeding, concomitantly to blood intake, female mosquitoes inject saliva con-
taining a cocktail of biologically active proteins that counteract host homeostasis and modulate
the vertebrate immune response [14,15]. The injection of vector saliva can also elicit a host
antibody response against some salivary proteins and an interesting approach exploits the
immunological properties of mosquito saliva in order to develop serological biomarkers of
exposure to mosquito bites [16-19]. However, the use of whole saliva as an antigen source
presents numerous limitations, Saliva collection or salivary gland dissection is tedious and
time-consuming work, and the composition of salivary proteins {(nature and amount) varies
depending on the mosquito age and the time since blood-feeding [20,21], Additionally, some
salivary proteins are ubiquitous in various vector genera [22-25], which can lead to human
antibody cross-reaction. Thus, it is necessary to identify antigenic salivary proteins specific to
a genus or with low homology to other blood-sucking arthropods. Previous work combining
immunoproteomic studies and bioinformatic predictions led to the identification of salivary
proteins or peptides specific to main mosquito vectors. Specific immunoglobulin G (IgG) anti-
body responses to these salivary components have been validated as a serological biomarker of
exposure to Anopheles (IgG response to g8Gé or CES salivary proteins, or to the gSG6-P1 sali-
vary peptide), the vector of human malaria Plasmodium [26,27], and for Aedes, the vector of
arboviruses {IgG to Nterm34-kDa, a salivary peptide) [25].

The immunogenicity of Culex spp. saliva has been a topic of interest, but most studies
focused on identifying the main immunogenic salivary proteins responsible for allergy so as to
develop high-sensitivity diagnostic tests and immunotherapy [29,30]. Studies identified Cx,
quinguefasciatus salivary proteins that elicit an IgE and IgG responses in humans, with the
major antigens being the D7-related proteins{io-13].

Only few studies have assessed human antibody responses to Culex salivary gland extract
(SGE) in relation to exposure to Cx. quinquefasciatus or Cx. pipiens. Individuals living in
region endemic for filariasis where Cx. quinguefasciatus was predominant had higher IgG and
IgE titers than people living in a region where Culex was less prevalent, and the specific IgG
level increased with age [ 34]. Another study had reported a seasonal dynamics in anti- SGE
1gG response in an urban setting where Culex are predominantly anthropophilic, with the
highest level during the warm season [35]. More studies are therefore needed 1o confirm
whether specifc IgG responses to salivary gland extracts (SGE) may represent a proxy of expo-
sure to Culex bites. It is also necessary to identify a specific salivary candidate to develop a sero-
logical tool for assessing specifically the exposure to Culex bites and thus the risk of
transmission of associated pathogens. Few data on the Culex sialotranscriptome, including Cx.
pipiens, Cx. tarsalis, and Cx. quinquefasciatus, have been published [22,36,37| that enable the
identification of species-specific or genus-specific proteins.
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In this study, we selected and tested the 30 kDa salivary gland allergen (gil170033701) as a
pertinent candidate marker of exposure o Cx, quinquefasciatus bites, This protein belongs to
the 30 kDa antigen/GE-rich/Aegyptin family of proteins that is abundant in the salivary glands
of adult anopheline and culicine female mosquitoes [ 17] including Cx. quinguefasciatus [22],
Aedes (Ae.) aegypti [38], and Anopheles (An.) gambiac [39]. Members of this protein family
have anti-homeostatic properties in binding collagen and preventing platelet aggregation
[15,40]. They were reported to be highly antigenic in inducing an IgE response in humans
exposed to Aedes species [ 30] and an IgG response in vertebrates exposed to Culex bites
[32,33]. Previous bioinformatics work showed a low sequence identity between homologous
members of the 30 kDa antigen family, suggesting weak cross-reactivity of human IgG
between the related salivary proteins [40).

This study aimed to evaluate by immuno-epidemiological approach, whether the IgG anti-
body levels against Cx. quinguefasciatus SGE and the 30 kDa salivary gland recombinant allergen
are suitable serological biomarkers of exposure to Culex bites. A multidisciplinary survey was
conducted with children living in arcas with various exposure to Cx. guinquefasciatus estimated
by classical entomological indices in the city of Bouaké, Cote d'Ivoire. The sequence homology of
the 30 kDa salivary gland allergen protein of Cx. quinquefasciatus was also assessed with its differ-
ent orthologs in the Arthropoda phylum to define the specificity of this candidate.

Methods
Ethics statement

The present study followed the ethical principles recommended by the Edinburgh revision of
the Declaration of Helsinki and was approved by the Ethics Committee of the Cote d'Ivoire
Ministry of Health (June 2014; No, 41/MSLSY/CNER-dkn), Site leaders provided prior permis-
sion 1o survey on each site and written informed consent of all parents or guardians of children
who participated in the study was obtained before inclusion,

Study sites

The study was carried out in the city of Bouaké (7°41N, 5°01W), located approximately 350
km North from Abidjan, Cote d'Ivoire {Fig 1). The study area and study design have been pre-
viously described in detail [11,42]. Briefly, the climate is tropical humid with two seasons: the
dry season runs from November to March, and the rainy season occurs from April to October.
The rainy season is marked by two maximum rainfails, one in June and one in September,
with an average annual rainfall of between 1,000 and 1,600 mm.

Study population

The initial cohort consisted of 508 children aged from 6 months to 14 years from 5 sites and
enrolled in a cross-sectional study which was carried out during the end of the dry season
(March-April 2015), Households and children were randomly selected and socio-demographic
(gender, age, sleeping or not under Insecticide-Treated Nets {TTNs|), geographical, entomological,
and clinical data were collected. The present study was carried out on a sub-sample of the initial
cohort and consisted of 223 children aged from 12 months to 14 years from 4 sites, Dar-es-Salam,
N'Gattakro, Kennedy (three neighborhoods of Bouake city), and Petessou (a village near Bouaké),

For immunological assays, blood samples were collected at the fingertips in microtainer
tubes (microvette 500 serum-Gel Starstedt, Marnay, France) and sera were obtained after cen-
trifugation at 3,000 rpm for 10 min. Sera were fractionated into aliquots and then frozen at
-20°C until used.
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Mosquito collection

Adult mosquitoes were collected in March 2015, as previously described [41,13]. In each of the
four sites, six catching points, three indoor and three outdoor were used to collect mosquitoes
by landing catches on adult volunteers for two consecutive nights (from 6,00 pm to 06,00 am).
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Twelve adult mosquito catchers gave prior informed consent and received yellow fever vacci-
nation and anti-malarial chemoprophylaxis as recommended by the National Malaria Control
Program of Cote d'Tvoire. Adult mosquitoes were collected, counted and their species were
morphologically classified at the laboratory. The human biting rate (HBR) of each mosquito
species was calculated as the average number of mosquitoes collected per person per night
(bites/human/night, BHN).

Collection of Culex quinquefasciatus salivary gland extracts

Salivary gland extracts (SGE) were obtained from 8-day-old uninfected female Cx. quinquefas-
ciatus (n = 673) reared in an insectary (Institut Pierre Richet, Bouake, Cote d'Ivoire), Eggs
were obtained from the Vectopole facility from Montpellier. Two days after a blood meal, the
mosquitoes were sedated with cold and then their salivary glands were dissected out and trans-
ferred into a tube containing 30 pl of phosphate-buffered saline (PBS, Gibeo tablet) and 5 pl of
cocktail protease inhibitor {Sigma, St.-Louis, MO, USA). The dissected salivary glands were
then pooled in 50 pairs per batch and frozen at -80°C before protein extraction. To disrupt
the salivary gland membranes, three successive freeze-thaw cycles were done and the soluble
salivary gland extract (SGE) fraction was then separated by centrifugation for 20 min at 30 000
gat +4°C, The protein concentration was evaluated in the supernatant by the Bradford method
(OZ Biosciences, Marseille, France) after pooling the different gland batches to generate a
homogenous SGE for immunological assessmeat. The final SGE pool containing 208 pg/mL of
proteins was stored at =80 C before use.

Expression and purification of the 30 kDa recombinant protein

The coding sequence of 30 kDa salivary gland allergen Aed a3 isoform X1 {gi|170033701) from
Culex quinguefasciatus was retrieved from National Center for Biotechnology Information
(NCBI) database. The cDNA of this selected protein was synthesized by Genecust (Genecust,
Dudelange, Luxembourg) with a C-terminal His-tag and cloned into E. coli expression vector
pET28b (Novagen). The fidelity of the cloned sequences was verified by DNA sequencing,
using an ABI Prism 3100 analyzer (Applied Biosystems), The expression plasmids pET28b
containing sequenced genes were transformed into E-coli BL21 (DE3) competent cells (Invi-
trogen). Bacterial precultures were performed overnight and grown in LB Broth Miller
medium (Fisher Scientific) at 37°C with shaking (220 rpm), Fifty (50) mL of the saturated cul-
ture were then transferred into 5 L of LB Broth Miller medium and grown up to 0.8 OD
before starting induction by IPTG (0.1 mM). After 4 hours of incubation at 30°C and shaking
(220 rpm), cells were harvested (1,000xg for 30min at 4°C) and resuspended in 200 mL of lysis
buffer containing 50 mM Tris-HC] pH 8.0, 300 mM NaCl, and 10 mM Imidazole and sonicated
on ice for 5 min. Cell debris was pelleted by centrifugation at 13,000xg for 1 hour at 4°C. The
supernatants were filtered through 0.45 pM Durapore filters (Millipore, Bedford, MA, USA).
The recombinant 30 kDa protein presents in the supernatant, was purified under native
conditions according to the manufacturer’s instruction using HisTrap HP columns (AKTA
purifier 10 GEH, GE Healthcare, France). The 30 kDa protein was loaded with an Ackta fast
protein liguid chromatography (LC; GE Healthcare, Glattbrugg, Switzerland) onto a His-Trap
HP 5-mL column (GE Healthcare, Cat. No. 17-5248-02), which was equilibrated with Buffer A
(50 mM Tris-HCl pH 8.0, 300 mM NaCl, and 10 mM Imidazole). After protein binding, the
cofumn was washed with 10 column volumes of Buffer A and then re-equilibrated with Buffer
B (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 300 mM NaCl, and 500 mM Imidazole). Bound proteins were
cluted with Buffer B. The fractions containing the His-tagged recombinant proteins were
selected based on the profile obtained by SDS-PAGE and were then pooled. To eliminate
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contaminant proteins, pooled fractions of each recombinant protein were further purified by
gel filtration on HiLoad 26/60 Superdex 75 pg (GE Healthcare) gel filtration column in buffer
containing 50 mMTris-HCI pH 8.0, 300 mM NaCl.

After protein purification, fractions containing the 30 kDa protein were collected and con-
centrated using a Centricon of 5 kDa cut-oftf (Amicon, USA) and then stored at 4°C. The 30
kDa protein concentration was measured using a Lowry DC Protein assay (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA).

SDS-PAGE, In-gel digestion, and mass spectrometry analysis

The puritics of purified extract were assessed by SDS-PAGE, and 30 kDa recombinant protcin
position was verified by immunoblot using an anti-His-Tag antibody (1/5000) (Invitrogen), as
previously described [ 14}, The identity of the respective detected band was confirmed by mass
spectrometry (MS) as previously described [45]. Briefly, 5 pg of the purified recombinant pro-
tein was reduced in a Tris buffer containing dithiothreitol (1% wiv, Sigma), boiled for 5 min,
and loaded onto a 12% polyacrylamide gel before being separated using a Mini PROTEAN 11
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). After electrophoresis, gels were stained with Coomassie bril-
liant blue R-250 (Imperial Protein Stain, Thermo scientific) and scanned with a high-resolu-
tion densitometer scanner (Image Scanner 3, GE Healthcare) and densitometry proliles were
analyzed using the ImageQuant TL software (GE Healthcare). Protein bands from gels were
excised for further identification by mass spectrometry. Molecular weights were estimated by
comparison with standard molecular weight markers (Bio-Rad).

Excised bands were digested overnight at 37°C with sequencing-grade trypsin (12.5 pg/mlL;
Promega Madison, W1, USA) in 50 mM NH,HCO, (Sigma). The resulting peptides were
extracted with 25 mM NH HCO, for 15 min, dehydrated with acetonitrile {Sigma), incubated
with 5% acid formic (Sigma) for 15 min under agitation, then dehydrated with acetonitrile,
and finally completely dried using a SpeedVac, The samples were then analyzed on a MALDI--
TOF MS (Bruker Daltonics) for identification. The quantity of recombinant protein produced
was estimated using a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Inc.,
Wilmington, DE). We also verified that the 30kDa salivary protein is the main immunogenic
component of the recombinant solution. Western blots were carried out on sera from individ-
uals naturally exposed to Culex bites who were previously tested by ELISA [35].

Evaluation of human 1gG level for Cx. quinquefasciatus SGE and the 30
kDa recombinant protein

1gG level to SGE and 30 kDa recombinant protein was measured by indirect ELISA. Ninety-
six (96) well Maxisorp plates (Nunc, Roskilde, Denmark) were coated with SGE or the 30 kDa
recombinant protein at a final concentration of 1 pg/ml in coating buffer (PBS) and incubated
for 150 min at 37°C, Plates were blocked with 200 pl. of protein-free Blocking Bufer (Thermo
Scientific, Rockford, USA) and incubated for 60 min at 37" C. Individual sera were diluted in
buffer (PBS-Tween 1%) and incubated at 4°C overnight at a final dilution of 1/200. Monoclo-
nal mouse biotinylated anti-human I1gG (BD Pharmingen, San Diego, CA) was added inata 1/
2000 dilution (PBS-Tween 1%) for 90 min at 37°C. Peroxidase-conjugated streptavidin (GE
Healthcare, Orsay, France) was then added (1/1000 in PBS-Tween 1%) for 60 min at 37°C,
Colorimetric development was carried out with 2,2"-azino-bis ethylbenzothiazoline 6-sulfonic
acid) diammonium salt (sigma, Saint-Louis, MO, USA) in 50 mM citrate buffer (pH = 4 con-
taining 0.003% H.0,) and absorbance (optical density {OD]) was measured at 405 nm (Multi-
sakan GO Thermo Scientific). Each sample was tested in duplicate wells containing SGE or the
30 kDa protein and in a well without antigen to measure non-specific reactions. Individual
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results were expressed as the AOD value; AOD = ODx ~ ODn, where ODx represents the
mean of the individual OD value in both wells with salivary antigen and ODn the individual
OD value in a blank well containing no antigen.

Protein sequence analysis

Arthropod protein sequences related to the 30 kDa protein sequence (gi|170033701;
XP_001844715.1) of Cx. quinquefasciatus were retrieved from the NCBI using the BLASTp
program. For each species, when several hits were found, sequences presenting more than 90%
identity were excluded and the protein homolog producing the best score was chosen for fur-
ther protein sequence comparisons between orthologs, i.e. percent identity and sequence
alignment. The sequences of Cx. farsalis orthologs identified previously [25] were retrieved
manually from the NCBI nucleotide database. PSI-Blast iterations were run to retrieve all
sequences with E-value below the threshold of 0.001, Multiple sequence alignment was per-
formed using the Clustal Omega program (EMBL-EBI search and sequence analysis tools:
www.ehiacul/Tools/msa/clustalo/) and the multiple alignment viewer MView 1.63
(EMBL-EBI).

Statistical data analysis

Statistical analyzes were done using Graph Pad Prism 5 software (San Diego, CA) and R (Ver-
sion 3.5.3, R Core Team, Vienna, Austria). After checking that our data did not follow a Gauss-
ian distribution (normal distribution), the non-parametnic Mann-Whitney test was used to
compare the Ab levels between two independent groups and the non-parametric Kruskal-Wal-
lis test used to compare the levels of Abs between more than two groups and the Dunn's post-
hoc test was also performed for two-by-two comparisons in more than three groups. The
Spearman’s rank correlation test was used to analyze the correlation between the OD of tested
sera with recombinant 30 kDa and total SGE in each high exposed study site to Cx quinguefas-
ciatus. The human biting rate (HBR) was compared between sites by using the prop. test test-
ing the null hypothesis that the proportions in several groups are the same.

Univariate analysis was conducted with each covariate, and multivariate linear regression
analyses were performed with all covariates with a p-value set at < 0.20 in univariate analysis.
Final models were adjusted by backward selection and removing non-significant variables at
p-value > 0.05. Maximum likelihood methods were used to identify the best-fitting models
according to AIC value (Akaike Information Criterion). All differences were considered signif-
icant at a p-value <0.05,

Results

Specificity of the 30 kDa salivary protein sequence in phylum Arthropoda

A BLASTp search for the 30 kDa protein (gi]170033701) in the NCBI database retrieved the
orthologous sequences in different species of the phylum Arthropoda. All sequences displaying
a significant E-value (<0.001) were proteins of mosquito species belonging to the Culicidae
family. Among them, Cx, pipiens pallens and Cx. tarsalis orthologs showed high sequence
identity (91% and 68%, respectively) and high protein coverage (96% and 92%, respectively)
with the Cx. quinquefasciatus protein sequences. All the other proteins encoded in the phylum
Arthropoda displayed a lower sequence identity (< 39%). Outside the Culex genus, proteins
presenting the highest identitics were from Ae. albopictus and Ae. acgypti (with 36% and 39%
identity, and 76% and 49% for coverage, respectively), whereas the orthologs found in Anophe-
les species displayed a lower identity (<34%). Alignment of the orthologous sequences of the
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Cx, quinquefasciatus 30 kDa protein in each species presenting the best score value is presented
in I'ig 2. Using Clustal Omega, the whole sequence of the proteins was considered for the cal-
culation of the alignment cover and the identity percentages. These identity values dropped to
about 30% and 28% for Ae. albopictus and Ae. aegypti, respectively, and to 19 to 16% in the dif-
ferent Anopheles species.

Apart from the different Culex species, the percentage of the orthologous sequence match-
ing the Cx. quinquefasciatus sequence is below 30%. No more than 4 to 5 consccutive identical
residues are observed between the Cx. quinguefasciatus sequence and its orthologs in Aedes
species, or Anophieles species, respectively. Altogether, this suggests that the 30 kDa protein
presents a high specificity to the Culex species for which genomic data are available.

Production of the 30 kDa recombinant protein

Fractions containing purified 30 kDa protein were separated and analyzed by SDS-PAGE. A
representative purified fraction is presented in 51 Fig, The recombinant 30 kDa protein hasa
predicted molecular mass of 27.71 kDa (249 amino acids), and in-gel SDS-PAGE a protein
band at approximately 30 kDa was detected. This protein band of interest was excised from the
gel and submitted to MS analysis, confirming that the detected band corresponded to the
expected 30 kDa salivary recombinant protein (51 Table), The relative abundance of the
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Table 1, Study populats ristics and entomological data sccording to the study sites,
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30-kDa protein was analyzed using ImageQuant TL software and results indicated that the
purity of the protein was greater than 80%, which was considered sufficiently pure for ELISA
experiments (51 Table). Immunoblots showed the 30kDa recombinant protein as the main
immunogenic component within the recombinant solution (52 Fig).

Study population characteristics and entomological data according to the
study sites

Population demographic data (gender ratio and age structure) and entomological data are pre-
sented for each study site in Table 1. The study population comprised 223 children aged from

1 1o 14 years (mean age = 7.23; 95% confidence interval [CI] [6.77-7.70]). A statistically signifi-
cant difference in the mean age of the children was observed between study sites (p = 0.022,
Kruskal-Wallis test), and two-by-two comparison using Dunn’s test indicated that the mean
age was only significantly different between children from Dar-es-Salam and N'Gattakro
(adjusted p = 0,018, Bonferroni method), The population age structure was significantly differ-
ent between the four sites (p = 0.021). Overall, most children were in the 5 to 9 year age group,
except in N'Gattakro where a higher number of children were between 10 and 14 years old.
Very few children aged 10-14 years were recruited in Dar-cs-Salam (i = 4), representing only
8% of the total number of children. The gender ratio was not significantly different between
the study sites (p = 0.640, Pearson’s chi-squared test).

The rate of insecticide-treated net (ITN) use was moderate, ranging from 49.1% to 64.4% in
Kennedy and N'Gattakro, respectively. There were no statistically significant differences
between sites (p = 0.787). Entomological catches showed the main anthropophagic mosquito
main mosquito species caught in N'Gattakro, and Dar-es-Salam, with & human biting rate
(HBR) of 9 and 11.7 bites’human/night (BHN), respectively, Other Culex species were also col-
lected but in 4 much lower proportion (Cx, annulatus, Cx. decens, and Cx ¢inereus). Only four
Culex mosquitoes (two Cx. quinguefasciatus, one Cx. decens, and one Cx, cinereus) were

PLOS Neglocted Tropical Diseases | hitps://dolorg/10, 1371 Sournal patd 0010004 - December 13, 2021 10/20

126



PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES Serciogical blomarker of Culex bite exposure

captured in Petessou village. Anopheles (An.) gambiae was also recorded in the study sites and
had the highest HBR in Petessou (35.2 BHN), while almost no An. gambiae was collected in
Dar-es-Salam (HBR = 0.4 BHN). In Kennedy, An. gambiae was the main species caught (12
BHN) but Culex quinquefacsitus HBR was high and similar to those from N'Gattakro (9.8
BHN). According to entomological data, Petessou can thus be considered as a control village
with very low exposure to Culex, and N'Gattakro, Kennedy, and Dar-es-Salam as the highly
exposed sites,

IgG responses to Culex quinquefasciatus SGE and the 30 kDa recombinant
protein in children according to study sites

First, we tested the specific recognition of the SGE and of the recombinant protein in sera
from individuals expased to Culex bites. We also compared the 1gG responses specific to both
salivary antigens in individuals according to the site. Children from sites with high exposure to
Culex (Dar-es-Salam, Kennedy, and N'Gattakro) and from site with low exposure (Petessou)
presented a wide range of IgG responses to SGE (AOD-SGE: Fig 2A) and to the 30 kDa recom-
binant protein (AOD-30 kDa; Fig 31). The median level of SGE-specific 1g( was significantly
different between sites (p = 0.0005). Running two-by-two comparisons test with Dunn's test,
the median level of SGE-specific IgG was statistically higher in Dar-es-Salam and Kennedy
than in Petessou village (p = 0.005 and p = 0.001, respectively). No statistical difference was
observed between N'Gattakro and Petessou (p = 0.290). The level of 1gG response to the 30
kDa recombinant protein differed significantly also between the four study sites (p = 0.0364),
but no significant difference was noted between sites after a two-by-two comparison with
Dunn's test {adjusted p=0.05 for all comparisons), The number of participants in each village
was quite small, so we estimated the precision of the two-by-two comparison tests with post
hoc power analysis. The statistical power of the analysis on the [gG response to the SGE ranged
from 38,9% (Petessou- Ngattakro) to 93,4% (Petessou-Kennedy) while it ranged from 5,4%
(Petessou-Ngattakro) to 25,4% (Petessou-Kennedy) for the recombinant protein.

No significant differences in specific IgG responses were noted between children from the
three sites with a high exposure to Culex {Dar-cs-Salam, Kennedy, and N'Gattakro) using SGE
(p = 0.134) or the 30 kDa recombinant protein (p = 0.098) as antigen source.
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1gG responses to Culex quinquefasciatus SGE and the 30 kDa recombinant
protein in children according to the level of exposure to study sites

To assess the capacity of the 1gG responses to discriminate high exposure and low exposure to
Culex bites, we compared the level of specific IgG responses between individuals living in sites
with high exposure to Culex (Dar-es-Salam, Kennedy, and N'Gattakro) and from the control
village {Petessou with low exposure to Culex), The levels of IgG response to SGE (Fig (A) and
the 30 KDa protein (Fig 18) were significantly higher in children with high exposure to Cx.
quinguefasciatus bites than in children from the site with low exposure (p = 0.0002 and
p=0.047, respectively).

IgG responses to SGE and to 30 kDa recombinant protein according to
socio-demographic factors

The specific IgG responses were analyzed according to major socio-demographic characteris-
tics (age, gender, ITNs use) and sites to identify those that could be associated with the anti-
saliva IgG responses. After univariate analysis, all covariates with a p-value lower than 0.20
were retained in the final multivariate analysis. The results of the univariate analysis showed
that age (considered as continuous or categorical variable) and gender were not associated
with IgG response to SGE and to the recombinant protein (Table 2), There was an association
between specific 1gG responses and study sites, and the anti-30 kDa IgG response was signifi-
cantly negatively associated with the use of I'TNs,

Multivariate linear regression analysis and final modeling showed that only the anti-SGE
1gG response was statistically significantly associated with the study site, with higher IgG levels
detected in sites with high exposure to Culex (Dar-es-Salam, Kennedy, and N'Gattakra)
(Table 3). No association was found between sites and anti-30 kDa IgG response. The use of
I'TNs was negatively associated with the 1gG antibody levels against the two antigens but the
effect was only significant for the anti-30-kDa IgG response (estimate = -0.192 and p = 0,022).

Correlation between IgG level against SGE and the 30 kDa protein

The 1gG antibody levels against the two salivary antigens were compared for each child indi-
vidually in the four sites using a Spearman’s rank correlation test, and the corresponding p-
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values were determined (Fig 5). A moderately significant positive correlation between the two
IgG responses was found when all sites were considered together (r = +0.63, p<0.0001).

Discussion

We investigated the Ab responses to salivary components of Culex quinguefasciatus in children
differently exposed to Culex bites in order to assess whether the specific 1gG responses repre-
sent a serological biomarker of human exposure to Culex bites. We analyzed 1gG responses
both to whole SGE and to the 30 kDa salivary recombinant protein. This protein belongs to
the 30 kDa family and orthologs have been described in Aedes and Anopheles mosquitoes [23].
BLAST multiple alignments indicated that this protein has a low identity (<40%) and a low
number of contiguous identical residues (n<5) with orthologs retrieved from Aedes or Anoph-
eles mosquitoes, suggesting Jow cross-reactivity, The high sequence identity observed between
the Cx. quinguefasciatus 30 kDa salivary protein and orthologs in two others Culex species sug-
gest that the IgG response specific to the recombinant protein could be a biomarker to assess
the exposure to various Culex species. Nevertheless, the lack of published genomic data from
others Culex species limits the comparison.

SGE 30 kDa protein
Firal model R’ =006 = 0.002 Adj. R* = 0,019 p=0.022
Cavark  Estimat P Estimate I3
Sites | 0.002
Dat-ox-Salatm 10467 0.003 B =
Kennedy 0,494 0.001 - -
N'Gattakro 0244 0l - -
ITNs use
No | Reference Reference
Yo 1014 0192 0193 0.022
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PLOS Neglecied Tropical Diseases | Mipa:/dol org/1 01371 joumal pntd. 0010004  Decamber 13, 2021 13/20

129



PLOS NEGLECTED TROPICAL DISEASES

Serological blomarker of Cidex bite exposure

AOD-30 kDa

AOD-SGE
Fig 5. Correlation between 1gG specific resp 10 Cx. quingwefasciatus SGE and the 30 kDa recombinant
in. Scatter plot analysis of IgG resp 1o bath salivary antigens & presented, and the AOD values amang the

223 chikdren are reported.
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We detected a mild-to-high reactivity to whole SGE and to the 30 kDa recombinant protein
among the children, thus indicating antigenic properties in naturally exposed population to
Culex bites. We then compared the 1gG levels between children living in sites with high expo-
sure or low exposure to Culex mosquitoes. Significantly higher [gG response to SGE and to the
30 kDa recombinant protein was detected in children living in sites with a high exposure to
Culex (all "high exposed” sites taken together). The heterogeneity of SGE-specific 1gG levels
within the same site might reflect heterogeneous exposure to Culex bites. The intensity of
exposure in a given population living in the same arca can obviously vary between individuals.
Indeed, Culex abundance is dependent on the presence of breeding sites and on the distance of
these sites 10 the household. Biting intensity may be also related to human individual charac-
teristics such as the attraction of mosquitoes, personal protection to avold bites, and activities
(indoor, outdoor).

Unexpectedly, children from Petessou, the control village where very few Culex were caught
during entomological studies, presented significant and varying levels of IgG to SGE and to
the 30 kDa protein. Anopheles mosquitoes were the main Culicidae species reported in this
site, and we cannot exclude cross-reactivity with ubiquitous proteins present in the saliva of
other mosquito genera, including Anopheles. This can be a reason for much higher antibody
response to SGE than to 30 kDa protein in Kennedy, where both Culex guinguefasciatus and
Anopheles gambiae were captured in high number. Entomological catches were carried out at
night-time, which is not suitable for detecting the presence of Aedes mosquitoes that were
probably also present in the sites but most active during the day-time. In addition, the HLC
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technique may fack sensitivity in a low exposure context that may result in an under estimation
of Culex HBR in Petessou.

Nevertheless, children from any of the higher exposed sites to Culex bites had significantly
higher IgG levels against SGE compared with children from Petessou (with low exposure), sug-
gesting that an anti-SGE IgG response may help determine exposure to Culex bites. On the
contrary, the anti-30 kDa IgG response was lower in the control village compared with any of
the sites with high exposure to Culex but the differences were not significant. The low number
of participants limited the power of statistical analysis when study sites are considered individ-
ually, particularly for the 1gG response to the recombinant protein, We also showed that the
1gG response to SGE or to the 30 kDa recombinant protein was similar between the three sites
where entomological data reported comparable HBR for Culex. Global correlation analysis
showed a moderate correlation between the two IgG responses,

We assessed different factors related to the 1gG response with univariate and multivariate
analysis, According to age and gender, no significant difference was noted between the median
levels of anti-SGE and anti-30 kDa protein IgG, suggesting that neither age nor gender affect
the level of specific 1gG responses in the present study, This is surprising because the immune
response to specific antigens is known 1o be acquired progressively with age. The absence of an
assoctation with age in our study suggest Ab responses to these salivary antigens may not be
cumulative over time but wane rapidly. Previous studies showed the short half-life of anti-
saliva Ab response in individuals naturally exposed to Anopheles [17] or Aedes [46] bites, This
represents the main quality when monitoring exposure over time. In our study population, the
age ranged from 1 to 14 years, limiting the comparison of tmmune responses in older groups,

Culex mosquitoes are most active during the night-time and the use of I'TNs could have a
major impact on human-Culex contact and thus on anti-saliva Ab responses. The use of bed
nets was negatively associated with the 1gG response to SGE and to the 30 kDa protein, with
children who reported sleeping under a bed net having significantly lower IgG levels (univari-
ate analysis). The rate of ITN use was similar between sites and thus may not explain the varia-
tion in specific 1gG levels between sites.

Final models from the multivariate analysis indicated that 1gG response to SGE depended
on the study site, with a higher IgG response in sites with a high exposure to Culex, The use of
ITNs was also found in the final model, but it did not seem to have a significant effect, whereas
it was the only factor associated with the anti-30 kDa IgG response. Nevertheless, we did not
consider the physical integrity of the bed nets, which may also alter their efficacy. Additional
factors could also influence the Ab response, such as the history of exposure, co-infection,
genetic background, or nutritional status [47-50]. Such data were not available in the present
study and future epidemiological studies are needed to investigate additional factors (biologi-
cal, environmental, or behavioral) that may influence the immune response to salivary
antigens,

Altogether, these results suggest that the 1gG response to SGE may represent a proxy of
human exposure to Culex bites. A limitation to its use is related to the low specificity of these
antigens with probable ubiquitous proteins shared between arthropods. The 1gG response to
the 30 kDa recombinant protein significantly varied between children with high exposure to
Culex (taken together) and from the control village, but not when higher exposed sites are
taken individually. However, the negative association between 11Ns use and the 1gG response
to the 30 kDa can suggest that the 30 kDa protein might represent a potential biomarker candi-
date which can evaluate children's exposure to Culex bites in a certain context, Additional
studies should evaluate the 30 kDa candidate in a larger cohort of volunteer including older
individuals (adults) and/or in other epidemiological contexts (higher Culex density). It would
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be also of interest to test IgG isotypes to assess if others antibody responses would be more rel-
evant as biomarker of exposure.

Culex mosquitoes are vectors of numerous pathogens, parasites, and viruses of human and
livestock, The availability of a serological tool evaluating individual exposure to Culex bites
would be valuable for assessing the risk of exposure and transmission of related pathogens,
Similar serological biomarkers have been developed for Anopheles and Aedes bites and have
shown potential application for the evaluation of vector control efficacy, More studies are
needed to assess the sensitivity of such serological biomarkers in order to detect small-scale
spatial or temporal variation in Culex exposure.

Supporting information

S1 Fig. Assessment of purification recombinant form of the 30 kDa protein from Cx. quin-
quefasciatus expressed in E. coli. A total of 5 pg of the collected fraction was loaded per well
Band identity is listed in 51 Table, Standard molecular weights are indicated on the left side
(MW: molecular weight, kDa),

(TTF)

$2 Fig. Assessment of Human IgG response against the 30kD recombinant protein. (A)
Scatter plots of Human IgG antibody responses against the purified recombinant 30kD protein
from Cx. quinquefasciatus. Sera from six individuals per site (Marseille, Fos/Mer and
Camargue) exposed to Cx, pipiens bites were tested by ELISA. Individuals with high and low
level of IgG responses were found in each site. (B) Western blot of Human IgG antibody
responses against the purified recombinant 30kDa protein from Cx. quinquefasciatus. A total
of 23 pg of 30kDa recombinant protein was loaded onto a 10% SDS-PAGE gel (1-well of 7
cm), The immunoblots were performed by transferring the SDS-PAGE gel onto & nitrocellu-
lose membrane, Sera from the same individuals were tested, diluted 1:100, The secondary anti-
body was diluted at 1:5000. Control anti-His-tag antibody was diluted 1:5000. The arrow and
asterisks (") indicate the position of the 30kD recombinant protein, detected by sera and anti-
His-tag antibody, respectively. The number of each sample are indicated at the top of the WB.
The individuals with high IgG responses against 30kDa in ELISA, were indicated in bold.
{TIF)

$1 Table, Quantity of purified recombinant salivary protein identified by mass spectrome-
try.
(TIF)
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Principaux résultats de ’article
Hypothese : Les antigénes salivaires (EGS et 30 kDa) de Culex quinquefasciatus peuvent
représenter des candidats biomarqueurs d’exposition des populations humaines aux piqires des

Culex

Résultats : 1) Les réponses IgG anti-EGS et anti-30 kDa étaient de facon significative plus
élevés chez les enfants vivant dans les sites avec une forte densité de Culex (Dar-es-Salam,
Kennedy et N’Gattakro, classés par 1’utilisation de données entomologiques) et par rapport a
ceux vivant dans le site de faible densité de Cx quinquefasciatus (Petessou).

2) Les réponses 1gG anti-30 kDa éetaient de facon signification plus élevées chez les enfants
ne dormant pas sous les moustiquaires imprégnées d’insecticide par rapport a ceux dormant
dessous (Estimate=-0,192 et p=0,022). Cela n’a pas été le cas avec les réponses IgG anti-EGS
de Cx quinquefasciatus.

3) Il a été déemontré une corrélation positive entre les réponses IgG anti-EGS et celles
dirigées contre la protéine recombinante le 30 kDa de Cx quinquefasciatus au sein de la

population totale. (Coefficient de corrélation r=+0,63, p<0,0001).

Conclusion : Les réponses IgG anti-EGS et anti-30 kDa pourraient constituer des biomarqueurs
immuno-épidémiologiques d’exposition humaine aux piqares de Culex.

D’autres études sont néanmoins nécessaires pour confirmer ces candidats sur une large cohorte,
avec des classes d’ages plus larges, incluant les zones a forte densité vectorielle et intégrant des
données entomologiques plus précises. Et cela pour confirmer le potentiel d’indicateur de

niveau d’exposition de ces candidats biomarqueurs
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IV. DISCUSSION GENERALE

Les travaux conduits dans cette thése ceuvrent a étoffer les outils de surveillance et de lutte
implémentés dans le cadre du contréle des arboviroses dont les agents pathogenes sont
principalement transmis par les Aedes majeurs (Ae. albopictus et Ae. aegypti) et Culex
quinquefasciatus. La plupart de ces arboviroses sont encore sans thérapie et sans vaccin. Les
techniques entomologiques actuelles sont largement sollicitées pour leur contréle. Mais ces
techniques entomologiques ne donnent pas toujours les résultats escomptés car elles présentent
de nombreuses limites d’efficacité et opérationnelles. Elles sont difficiles a employer a une
large échelle, la mesure des niveaux d’exposition aux piqires et donc le risque de transmission
des pathogenes aux humains se font a une échelle populationnelle et non individuelle. Certains
outils présentent une inefficacité dans les contextes de faible densité vectorielles. Elles
traduisent des mesures indirectes de niveaux de contact entre I’homme et le vecteur et donc
quantifie, uniquement par extrapolation, le niveau de contact ou le risque de transmission des
agents pathogeénes aux hétes vertébrés (utilisation des indices des stades immatures des Aedes).
L’exploitation des réponses anticorps anti-salive totale ou anti-peptides salivaires des vecteurs
sur cités dans notre these seraient ainsi complémentaires et une voie de réponses a ces limites
présentées par des techniques entomologiques dans le contréle des arboviroses. Des travaux
antérieurs dans différents contextes ont présenté la pertinence d’utiliser ces réponses Ac
spécifiques dans I’indentification des zones et des personnes exposées aux piqlres des vecteurs
(Remoue et al. 2006b; 2007; Doucoure, Mouchet, Cornelie, et al. 2012b; Doucoure, Mouchet,
Cournil, et al. 2012; Elanga Ndille et al. 2012b; Ndille et al. 2014b; Elanga Ndille et al. 2016a;
Sagna et al. 2018a; 2019). Dans le cadre de nos travaux de these, les objectifs se situaient a 2
niveaux : 1) de quantifier le niveau d’Ac IgG et [gM dirigés contre le peptide salivaire Nterm-
34 kDa d’Ae. aegypti dans les sérums de nos populations d’étude, afin d’évaluer leur niveau
d’exposition aux piqires des Aedes (Ae. albopictus et Ae. aegypti) et donc le risque de
transmission des arboviroses dans deux contextes (Afrique de 1’Ouest, en Cote d’Ivoire et en
Europe, au Sud de la France métropolitaine) et ii) de developper et valider comme biomarqueur
d’exposition, la réponse IgG dirigées contre les protéines salivaires totales (EGS) et la protéine

recombinante de 30 kDa de Culex quinquefasciatus.
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4.1 Evaluation du niveau d’exposition des hommes aux piqiires de Aedes en milieu urbain en
Afrique

Notre travail s’est focalisé sur les populations d’enfants vivant a Abidjan, donc en milieu
urbain en Afrique ou ils sont exclusivement exposés aux piqdres d’Ae. aegypti. La réponse Ac
IgG anti-peptide salivaire Nterm-34 kDa d’Ae. aegypti nous a permis tout d’abord d’apprécier
I’hétérogénéité du niveau d’exposition au sein des quartiers et des groupes d’age. C’est plutot
entre les quartiers que la différence de niveau d’exposition aux piqlres de Ae. aegypti a été
noté. Les enfants vivant dans le quartier de Bromakoté sont apparus plus exposés aux piqdres
de Ae. aegypti que ceux vivant a Anoumabo et a Petit-Bassam. Ces trois quartiers d’ Abidjan
sont des zones ou il manque certains équipements d’assainissement. Les services de gestions
des ordures y sont également déficitaires a I’instar de plusieurs quartiers des villes Africaines
(Cyrille et al., 2009; Lodé et al., 2012). Ces zones en déficit des systémes d’assainissement sont
les plus propices au développement des gites larvaires et donc a une émergence des vecteurs
Ae. aegypti. Et cela semblerait étre plus marqué dans le quartier de Bromakoté que les autres
quartiers d’étude. D’ou I’exposition des enfants aux piqires d’de. aegypti plus important a
Bromakoté. Cette observation est associée a la forte densité vectorielle d’Ae. aegypti dans le
quartier de Bromakoté dénombré par ’utilisation des pieges collants. Elanga et collaborateurs
ont aboutit & une conclusion similaire dans son étude conduite dans la capital du Laos. Dans
cette étude, les habitants des quartiers a la périphérie, mal urbanisés étaient plus exposés aux
piqures d’Ae. aegypti que ceux vivant dans les quartiers huppés ou toutes les commodités
d’assainissement s’y trouvent (Ndille et al. 2014b). L’impact des zones mal urbanisées et la
mauvaise gestion des ordures, sur la prolifération des Aedes a été indiqué dans plusieurs études
et dans différents contextes. Dans ces études, les zones ne bénéficiant pas des infrastructures
d’assainissement, engendraient un concentré de facteurs favorables a la prolifération des Aedes
(Fournet et al. 2016b; Walker et al. 2018; Whiteman et al. 2019; Kpan et al. 2021).

Dans notre étude, seuls les résultats entomologiques obtenus par 1’utilisation des piéges
collants ont montré une association positive entre les données biomarqueurs et la densité d 'Ae.
aegypti. En effet, plusieurs techniques entomologiques (piéges collants, pieges pondoirs,
prospections larvaire et les indices stogomiyens) ont été exploitées dans notre étude mais toutes
ne donnent pas les mémes informations. Pendant que les indices maison, les indices larvaires
et de Breteau indiquaient les enfants du quartier d’Anoumabo comme les plus potentiellement
exposés a Ae. aegypti, I’indice de récipient désignait Petit-Bassam comme plus exposé et les

pieges collants designe les enfants de Bromakoté comme les plus exposés aux piqires de | '4e.
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aegypti. Cette différence entre méthodes entomologiques a déja été démontré dans des études
exploitant les indices entomologiques dans le cadre d’évaluation d’exposition des hommes aux
pigdres des Aedes (Cromwell et al. 2017a; Nascimento et al. 2020; Morales-Pérez et al. 2020).
L’une des limites de notre étude menée a Abidjan a été le manque de collecte simultanée des
données socio-environnementaux des domiciles des enfants. Le fait que cela soit fait hors
périodes de prélevement du sang pour les analyses biomarqueurs, ne nous a pas permis de
dresser le portrait socio-environnemental de chaque quartier et donc de faire les analyses au
niveau populationnelle entre les données biomarqueurs et les facteurs socio-environnementaux.
Dans notre étude, 1’état des licux rétrospectifs d’infection des enfants aux arboviroses (fiévre
jaune, Dengue, chikungunya, Zika, Usutu, West Nil, et O’nyong nyong), par I’utilisation de la
technique sérologique LUMINEX (Ac IgG spécifiques a des Ags d’arbovirus) a indiqué que les
enfants de nos quartiers d’étude sont infectés par les 4 sérotypes de DENV, par le ZIKV et du
virus de O’nyong nyong avec une forte prévalence pour le sérotype de DENV3. Le quartier de
Petit-Bassam serait le quartier ou les enfants seraient les plus infectés par les arboviroses avec

une forte prévalence a arbovirose avec 10,66 % des infections suivi des enfants de

Bromakoté avec 08,66 % et les enfants d’ Anoumabo avec 03,94 %.

Les réponses Ac 1gG anti-Nterm 34 kDa d’Ae. aegypti indiquaient que les enfants de
Bromakoté étaient les plus exposés et donc a méme de développer les infections a arbovirus.
Mais les infections ont plutdt été plus abondantes a Petit-Bassam avec la technique LUMINEX.
Cette technique qui retrace 1’historique d’infection des individus aux pathogeénes met ainsi en
exergue la circulation ancienne et importante des arbovirus du quartier de Petit-Bassam par
rapport aux quartiers de Bromakoté et d’Anoumambo. Les infrastructures portuaires existant
dans la zone maritime de Port-Bouét (depuis 1951), les risques d’infections chez les populations
ont bien commencé bien avant les autres quartiers d’étude qui sont €loignés de cette zones
d’entrée des bateaux transportant des marchandises et autres fournitures. Ce moyen de transport
pourrait assurer le transport passif des vecteurs des arbovirus et cela a été le cas depuis le 20
siecle (GUBLER 1997; Gubler 2010). Les vecteurs y trouveraient également les conditions
propices pour la ponte de leurs ceufs et le développement de leurs larves (Guagliardo et al. 2015;
Guagliardo et al. 2019).

Cela nous indique ainsi que les données biomarqueurs ne sont pas associées a 1’historique
de prévalence des infections aux arboviroses dans notre étude. Elanga et ses collaborateurs sont
parvenus a la méme conclusion a Vientiane au Laos. Les enfants des zones de forte infection a

la Dengue (DEV+) a Vientiane présentaient un taux d’Ac IgG anti-Nterm 34 kDa de Ae. aegypti
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plus élevé que les zones exempt de dengue (DENV-) (Ndille et al. 2014b). Mais des études
exploitant la réponse 1gG anti-EGS d’A4e. aegypti est parvenu a une autre conclusion. Dans cette
¢étude les auteurs ont pu démontrer que les individus positifs a I’infection du virus de la Dengue
présentaient les réponses Ac IgG anti-EGS supérieures a celles des individus négatifs a
I’infection de la Dengue (Londono-Renteria et al. 2013). D’autres protéines salivaires de
vecteur accompagneraient les infections au DENV. Chez les moustiques infectés la
modification des composés protéiques salivaires a été plusieurs fois soulignées dans les études
portant sur la sialotranscriptdme des vecteurs (Jariyapan et al. 2006; Colpitts et al. 2011; J. M.
C. Ribeiro et al. 2016; Conway et al. 2016; Sri-In et al. 2019). Cela boosterait les réponses Ac
anti-salive EGS chez les gens exposés. D’ou les réponses immunologiques accompagnant cette
infection a la Dengue dans cette étude de Londono-Renteria.

Nous avons enfin comparé le niveau des IgG spécifiques des enfants en les regroupant en
classes d’ages. Nous n’avons noté aucune différence significative entre le niveau d’exposition
des enfants des différentes classes d’ages bien que les enfants aient répondu différemment aux
pigdres des Ae. aegypti au sein de chaque classe d’age. L’absence d’influence de 1’age sur les
réponses Ac anti-peptide salivaires Nterm 34 kDa avait été souligné par Elanga et al. sur les
populations d’enfants Béninois agés de 0 a 5 ans et les adultes de la Réunion agés de 18 a 35
ans. Celle de Vientiane portant sur les enfants de 6 mois a 6 ans et d’adultes agés de plus de 35
ans, a montré que les enfants seraient plus exposés de fagon significative aux piqlres d’Ae.
aegypti que les adultes. Il était ainsi observé que les réponses Ac anti-Nterm 34 kDa d’Ae
aegypti détectées chez les enfants plus importantes que celles produites par les adultes (Elanga
Ndille et al. 2012c; Ndille et al. 2014b; Elanga Ndille et al. 2016b).

Remoué et collaborateurs travaillant sur la réponse Ac anti- salive totale d 'de. aegypti chez
les enfants sénégalais 4gés de 1 a 6 ans n’ont pu mettre en lumiére une différence significative
d’exposition des enfants suivant leur age (Remoue et al. 2007). Par contre, Doucouré¢ et ses
collaborateurs ont pu indiquer dans leur étude en Bolivie une des réponses Ac IgG anti-salive
totale d’Aedes significativement plus élevées chez les enfants de moins 14 que les individus de
plus de 15 ans ans (Doucoure, et al. 2012a).

Ces informations obtenues a la suite de nos travaux sur I’impact de 1’age sur les réponses
IgG anti- 34 kDa d’Ae. aegypti la population des enfants de 3 quartiers de la ville d’Abidjan et
les informations recueillies dans d’autres études sur 1’age nous indique ici qu’il semble pour
I’instant difficile de traduire de fagon sereine I’influence de 1’age sur les réponses Ac anti-salive

totale ou anti-peptide salivaire d 'dedes. Pour les enfants 0-14 ans dans notre étude, il n’y a pas
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I’effet de 1’age sur les réponses IgG anti-peptide Nterm d’Ae. aegypti. Cela semble ainsi
pertinent et intéressant pour utiliser biomarqueur quel que soit 1’age des enfants dans une étude.

4.2 Evaluation du niveau d’exposition des hommes aux piqiires de Aedes au Sud de la France

L’exploration dans un premier temps des Ac IgG et IgM anti-peptide salivaire Nterm-34
kDa d’Ade. aegypti, au Sud de la France métropolitaine nous indiquait une différence de niveau
de réponses d’IgG anti-peptide salivaire Nterm-34 kDa d 'de. aegypti au sein de chaque région
et département de la France. Ceci suggérait qu’il serait possible d’identifier au sein d’'une méme
zone, les individus fortement exposés aux piqdres des Aedes par rapport a aux autres moins en
proie aux piqdres des vecteurs en analysant les réponses Ac 1gG et IgM anti peptides salivaires
d’Ae. aegypti. Bien entendu, ces résultats n’ont pas tenu compte des facteurs intrinseques des
hotes vertébrés qui pourraient avoir une influence sur la densité de leurs réponses
immunologiques (fonds génétique, influence de la nutrition, co-infection, etc..). Mais ces
résultats, observées pour la premiére fois en France métropolitaine, corroborent ceux obtenus
dans le cadre des études exploitant d’une part les réponses anti-peptide salivaire des Aedes et
d’autres part celles exploitant les réponses anticorps anti-salive totale des Aedes (Elanga et al.,
2012 ; Elanga et al., 2016 ; Sagna et al., 2018 ; Sagna et al., 2019 ; Remoué et al. ,2006 ;
Rémoué et al. ,2007, Doucoure et al., 2012). Les réponses Ac dirigées contre ces différents
antigénes salivaires d’Aedes pourraient permettre 1’indentification individuelle de niveau
d’exposition des Hommes aux piqlres des Aedes, donc aux risque de transmission des
arboviroses.

Au sud de la France, notre étude a analysé les réponses IgG et IgM anti-Nterm-34 kDa d Ae.
aegypti, en fonction de 4 régions et de 9 départements de ces régions en France. Il est apparQt
une différence significative du niveau d’Ac (IgG et IgM) anti-peptide salivaire Nterm-34 kDa
d’Ae. aegypti entre les régions avec un niveau médian d’IgG plus important dans deux des
régions exposées a Aedes albopictus (Occitanie et PACA) que la région de corse (exposée) et
d’Auvergne (non exposée). Au niveau départementale, ce sont les habitants des départements
30, 34 (Occitanie) et 13, 83 (PACA) qui se feraient le plus piqués. Les réponses 1gG anti-
Nterm34 kDa d’Ae. aegypti y sont de fagon significative plus importantes que dans les autres
départements. Ces régions et départements étant déja colonisées par Ae. albopictus au moment
des études, les habitants de ces deux régions se feraient plus piqués par Ae. albopictus que les

ceux des régions de Corse et de I’Auvergne.
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De maniere générale, il a été démontré une association positive entre le niveau de réponses

d’Ac IgG et les densités de vecteurs comme démontré par de nombreux travaux (Peng et al.

2002 ; Elanga et al., 2012 ; Elanga et al., 2016 ; Sagna et al 2018 ; Sagna et al., 2019).

Les différentes configurations des facteurs socio-environnementaux pourraient contribuer a accroitre
le contact entre le vecteur et les habitants de ces régions et départements (Walker et al., 2018; Paul et
al. 2018). Une étude realisée dans la méme zone avec le dosage des IgG antiEGS totaux avait pu
identifier que les individus habitants dans les appartements seraient plus exposés aux piqires d’Ae.
albopictus que ceux vivant dans les autres types d’habitation mais cet effet n’était pas significative
(Poinsignon et al. 2019).

Bien que I’Auvergne elt été identifiée comme « région non colonisée » en 2012, donc
potentiellement non exposée aux piqares d’Ae. albopictus, certains de ses habitants présentaient
néanmoins une réponse IgG spécifique anti-peptide salivaire et donc un niveau d’exposition
aux piquares d’Ae. albopictus similaire, en médiane, a celui des habitants de la Corse (Régions
colonisée depuis 2006-2007). Cette information vient contredire les données de colonisation
par Ae. albopictus des différentes régions et donc de départements du Sud de la France. Ces
réponses IgG ani-peptide 34 kDa d’Ae. aegypti, pourraient étre la résultante de 2 hypothéses.

La premiére est le déplacement des personnes de zones déja colonisées par Ae. albopictus vers
les départements d’ Auvergne. La détection d’Ac anti- salive Anopheles gambiae et Ae. aegypti,
chez les soldats francais de retour de mission et chez les voyageurs venant des zones tropicales
plaiderait en faveur de cette hypothéese (Orlandi-Pradines et al. 2007b). La deuxiéme pourrait
étre un déficit de collecte de moustiques par les outils entomologiques actuels de surveillance.
Et cela surtout dans les conditions de faibles densités vectorielles (Sagna et al. 2018a). En effet,
les organismes en charge de la surveillance de la progression du moustique sur le territoire
Francais avaient désigné la région d’Auvergne non encore colonisée par le moustique au
moment de I’étude (2012). Cela est aussi vrai pour le département 05 de PACA mais les données
biomarqueurs ont indiqué le contraire. Ces organismes de surveillance utilisent la plupart du
temps, des pondoirs pieges, piéges collants, les pieges aspirateurs avec le Dioxyde de Carbone
comme attractif au cours de leurs missions, pour collecter les Ae. albopictus. Ces piéges en
petits dans la plupart des cas installés en petit nombre a I’échelle d’une région, ne peuvent pas
représenter le réel statut « colonisée » de cette région. La contradiction mise en exergue ici
semble étre en parfait accord avec les nombreux biais enregistrés par les piéges a moustiques
adultes lors des campagnes entomologiques. Des études réalisées dans ’optique d’évaluer

I’efficacité de certains piéges employés dans la surveillance et/ou la lutte contre les moustiques
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du genre Aedes ont souvent présenté des insuffisances dans la capture de ces vecteurs (Regis et
al. 2013; Degener et al. 2014; Staunton et al. 2020).

Selon Roche et ses collaborateurs, 1’entiéreté des régions du Sud de la France serait
colonisée par Ae. albopictus vue la dynamique de colonisation des régions de la France depuis
les années 2006. A cette dynamique, ils avaient associé des facteurs socio-environnementaux
et climatiques dans plusieurs autres études sur I’invasion de France par le moustique Tigre
(Roche et al. 2015, Kiner et al 2016, Krupa et al., 2020).

Nous avons aussi évalué la réponse IgM anti-Nterm-34 kDa d 'Ae. aegypti dans 1’optique de
détecter les zones nouvellement exposées aux piqares des Ae. albopictus. Il est ressorti de cette
analyse que parmi les habitants des régions du Sud de la France, des personnes seraient
nouvellement exposées aux piqlres d’Ade. albopictus et cela de fagon significative. Cela
pourraient étre imputé a ’arrivée de nouvelles personnes dans ces régions. Ces régions dont la
colonisation a débuté depuis 2004, les habitants y ont été suffisamment exposés aux piqdres du
moustique tigre, les seules réponses Ac anti-salive de moustique ou anti-peptide salivaire qu’on
devraient détecter chez les habitants, seraient les IgG dont I’apparition dans le sang des exposés
seraient postérieure a I’apparition de I’IgM qui est un indicateur de primo ou une nouvelle
exposition aux piqures du moustique tigre. L’IgM est un isotype trés tot détectée chez les
vertébreés juste apres une exposition aux piqdres ou une infection aux agents pathogenes. Chez
certains vertébrés, il apparait aprés 1 jour d’infection et disparait 18 jours apres. Comme cela a
été détecté chez les poulets exposes aux pigdres du Triatoma infestans apres la mise en place
d’une LAV a bas d’insecticide en Bolivie. La comparaison de I’'IgG et de 1’IgM a été utilisé
dans I’optique de de détecter une ré-infestation ou une récente exposition aux pigdres des

Triatomés (Schwarz et al. 2010).

4.3 Développement et validation du biomarqueur immuno-épidémiologie d’exposition
aux pigQres de Culex quinquefasciatus : étude pilote en milieu urbain et semi urbain a
Bouaké

Dans le contexte actuel d’émergence des arboviroses dont les agents pathogénes
(Wulcherioa bancrofti, le virus du West Nil et le virus Usutu) sont transmis par Culex, et en
particulier par Culex quinquefasciatus, vecteur majeur, il nous apparaissait nécessaire de
développer notre outil immuno-épidémiologique d’évaluation du niveau d’exposition des
Hommes aux piqdres des vecteurs, a celles de Culex comme déja realisé avec succes dans le

cas des vecteurs du genre Anopheles et Aedes. Ainsi, cet outil permettra 1’évaluation du risque
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de transmission des arboviroses dont Culex quinquefasciatus est vecteur de leurs agents
pathogénes et 1’évaluation des méthodes et stratégies de LAV contre Culex quinquefasciatus.
Il permettrait donc d’évaluer avec précision le contact réel contact Homme-Culex en
complément des outils entomologiques classiques dans les zones et dans des conditions ou il
est difficile de déployer ces méthodes entomologiques actuelles, ce qui est particulierement
compliqué pour Culex.

A cet effet, les réponses Ac IgG anti-EGS et anti-protéine 30 kDa de Culex quinquefasciatus
ont été¢ dosé, pour la premicre fois chez ’Homme, afin d’apprécier leur potentialité comme
biomarqueur d’exposition des Hommes aux piqires des moustiques du genre Culex et de fagon
spécifique a I’espéce Culex quinquefasciatus.

Les femelles de Culex quinquefasciatus ont été elevées en laboratoire puis la dissection de
leurs glandes salivaires s’est faite suivant les étapes instruites par Schmid et ses collaborateurs
(Schmid et al. 2017). Par la suite les techniques immuno-protéomiques puis bioinformatiques, ont
permis I’identification de la protéine 30 kDa, comme étant immunogénique et spécifique a
I’espéce Culex quinquefasciatus (Calvo et al. 2010; Fontaine et al. 2011). Sa production sous
forme recombinante nous a permis d’en avoir une bonne concentration pour les tests
immunoenzymatiques ELISA.

Les réponses 1gG dirigées contre les antigenes EGS et la protéine de 30 kDa (produite sous
forme recombinante par ’'IRBA, Marseille) ont été évaluées dans le sérum des enfants dont
I’age était compris entre 1 et 14 ans, dans le cadre d’une étude longitudinale dans 3 quartiers de
la ville de Bouaké et d’un village a proximité, en Cote d’Ivoire. Ces résultats ont ét€¢ comparés
aux données entomologiques sur Culex disponibles. Nous avons noté une variabilité du niveau
de réponses IgG contre ces antigenes chez ces enfants en fonction de leur lieu de résidence (sites
d’études) de leur statut potentiel d’exposition (Fortement exposés et faiblement exposés,
déterminé par les méthodes entomologiques) et en fonction de 1’usage de la Moustiquaire
Imprégnée d’Insecticide a Longue Durée d’action (MILDA). Ceci suggérait ainsi le potentiel
d’indicateur de niveau individuel d’exposition des enfants aux piqires de Culex
quinguefasciatus par ces biomarqueurs d’exposition.

Les études impliquées dans le développement et la validation des biomarqueurs
immunoépidémiologiques dans différents contextes ont abouti a de telles conclusions. Elles ont
plusieurs fois mise en lumiere I’hétérogénéité du niveau d’exposition des populations d’étude
traduit par les valeurs différentes de niveau de réponses Ac spécifique de chaque individu inclus

dans 1’¢tude (Remoue et al. 2006b; Drame et al. 2010; Doucoure, Mouchet, Cornelie, et al.
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2012a Londono-Renteria et al. 2015; Mathieu-Daudé et al. 2018 Traoré et al. 2019). Les
enfants, par exemple, seraient exposes difféeremment aux piqlres de Cx quinquefasciatus au
sein de chaque quartier ou la densité de vecteurs est variable selon les données entomologiques.
Afin de nous assurer aussi du potentiel d’identification des individus exposés et faiblement ou
pas exposes aux piqlres de Cx quinquefasciatus par ces candidats biomarqueurs, des réeponses
IgG dirigées contre ces antigénes (EGS et 30 kDa) ont été dosees. De fagon intéressante, nous
avons noté¢ une différence significative de niveau d’exposition entre les enfants fortement
exposes et ceux faiblement exposés a Culex quinquefasciatus. Plus en détails, en analyse
multivariéee, les enfants vivant dans les quartiers de Dar-es-Salam et de Kennedy avec une forte
densité de Cx quinquefasciatus ont montré un taux d’Ac IgG anti-EGS significativement plus
élevé que ceux vivant dans le village de Petessou, présentant une faible densité de Cx
quinquefasciatus. Corroborant ainsi la relation entre le niveaux d’Ac IgG anti-EGS et la densité
des vecteurs trouvée dans des études antérieures (Remoue et al. 2006b; Papa M. Drame et al.
2010; Fontaine et al. 2011; Doucoure, Mouchet, Cornelie, et al. 2012b). Les densités des
vecteurs Anopheles et Aedes étaient positivement associées aux niveau d’Ac anti-EGS chez les
individus inclus dans ces études concluant ainsi le potentiel de ces réponses IgG anti-salive
totale comme indicateurs de niveau d’exposition des hommes a ces vecteurs.

Les réponses IgG anti-EGS de Cx quinquefasciatus permettraient la discrimination entre les
individus les plus exposés et les individus les moins exposes et les zones plus exposées, des
zones moins exposées aux piqdres de Culex. Mais il existe de grandes limites a utiliser les EGS
comme biomarqueur pertinent, surtout a cause de possibles cross-réactions immunologiques
entre genre de moustiques. Il semble donc pertinent d’identifier et valider une protéine ou un
peptide salivaire comme biomarqueur spécifique.

Ainsi les réponses Ac IgG spécifique a la protéine de 30 kDa de Cx quinquefasciatus ont
été évaluées et détectées dans notre étude mais elles n’ont pas pu identifier de fagon significative
lequel des quartiers d’étude (les quartiers fortement exposés et le quartier faiblement pris
ensemble) était plus exposé aux pigdres de Cx quinquefasciatus bien que nous ayons noté de
facons globale une différence significative de niveaux de réponses 1gG anti-30 kDa a travers le
test ANOVA (comparaison d’IgG anti-30 kDa entre plus de 2 quartiers). Cela dénote d’un faible
potentiel antigénique de la recombinante 30 kDa contrairement aux EGS dans notre étude. Les
EGS induisent des réponses 1gG probablement plus fortes que la recombinante 30 kDa et on ne

peut pas aussi exclure également des réponses croisées 1gG a des protéines partagees entre les
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vecteurs dans la zones d’étude. Selon les données entomologiques, il a été capturé dans les
zones d’étude en plus de Cx quinquefasciatus, des Anophéles gambiae.

Cela pourrait donc étre une des explications de 1’observation que des réponses Ac IgG antiEGS
soient plus élevées que celles induisent par la protéine 30 kDa chez les enfants fortement et
faiblement exposés a Cx quinquefascitus, respectivement. De plus, les réponses Ac IgG
antiEGS et anti-30 kDa chez les enfants vivant dans le village de Petessou ou un faible nombre
de Cx quinquefasciatus a été capturé (HBR=0.2), pourrait traduire la sensibilité de ces candidats
biomarqueurs dans les conditions de faible exposition, et en particulier le candidat protéine 30
kDa. La sensibilité d’un biomarqueur fait partir des critéres de performance de celui-ci. En effet,
un biomarqueur doit étre capable d’identifier les zones ou les individus exposés a une faible
densité vectorielle. En particulier, cela s’aveére pertinent apres I’implémentation d’une LAV ou
en période de secheresse ou dans la majorité des cas nous avons une trés faible densité
vectorielle. Mais la capture du nombre important d’Anopheles gambiae (HBR=35.2) vient
contredire cette information en faveur d’une cross-réactivité des réponses IgG aux différentes
protéines salivaires partagées entre ces deux especes. L’étude du sialome de ces vecteurs a en
effet identifié des protéines salivaires partagées entre ces deux especes de vecteurs (J. M. C.
Ribeiro et al. 2004; Cornelie et al. 2007; Fontaine et al. 2012; Arca et al. 2017).

La tentative d’évaluation des effets de la MILDA sur le contact Homme-vecteur par ces
candidats biomarqueurs, a montré que les enfants n’utilisant pas la MILDA avaient une réponse
IgG anti-EGS et anti-30 kDa plus élevé que ceux n’en utilisant pas. Cette différence était
statistiquement significative uniqguement pour les réponses 1gG contre la protéine 30 kDa. Ceci
suggérait ainsi que la réponse 1gG anti-30 kDa pourrait servir a une évaluation de la LAV
impliquant le MILDA contre le Cx quinquefasciatus qui sévit préférentiellement la nuit tout
comme Anopheles. Mais avant cette démonstration, ce résultat suggere que la réponse 1gG anti-
30 kDa peut étre modulé par 1’utilisation d’une méthode de LAV, laissant présager que ce
candidat protéique reste pertinent a valider dans le futur. Les réponses Ac IgG anti-peptide
salivaire gSG6-P1 d’Anopheles gambiae ont été exploités dans 1I’évaluation de I’efficacité de
MILDA. Les individus déclarant dormir continuellement sous les MILDA avaient une plus
faible réponse d’IgG anti-gSG6-P1 d’Anopheles gambiae que ceux qui n’en utilisaient pas
(Traoré et al. 2020). En effet, les réponses IgG contre ce peptide salivaire Anopheles a été validé
comme biomarqueur d’efficacité directe des MILDA sur le contact homme-vecteur (Papa

Makhtar Drame et al. 2010).
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L’étude de la corrélation des réponses IgG anti-EGS et anti-30 kDa, a montré une
association positive entre ces deux réponses Ac. Ceci suggere que ces biomarqueurs
évalueraient les niveaux d’exposition des enfants dans le méme sens. Il est ainsi imaginable
d’utiliser les IgG anti-EGS pour évaluer 1’exposition des enfants exposés aux genre Culex, tout
comme les IgG anti-30 kDa pour identifier 1’exposition des enfants spécifiquement a Cx
quinguefasciatus. Mais avec les limites déja évoqués plus haut (cross-réaction pour EGS et
faible antigénicit¢ pour la protéine 30 kDa), nos résultats nécessitent d’autres études
immunoépidémiologiques pour validation. Tout comme cela a été rapporté dans des études sur
la recherche des biomarqueurs immuno-épidémiologique d’exposition des hommes aux piqlres
des Anopheles et Aedes (Poinsignon et al. 2010; Elanga Ndille et al. 2012d).

Les réponses Ac IgG anti-EGS et IgG anti-30 kDa de Cx quinquefasciatus pourraient ainsi
étre des indicateurs proxy du niveau d’exposition des hommes aux piqires des Culex. Il a été
possible de caractériser avec ces reponses 1gG spécifiques, les enfants fortement exposés aux
piqlres de Cx quinquefasciatus de ceux qui étaient faiblement exposés lorsque les sites d’étude
sont pris ensembles. Mais lorsqu’on prend les quartiers individuellement avec les fortes
expositions a Cx quinquefasciatus, les réponses IgG anti-30 kDa n’ont pas pu identifier les sites
d’étude les plus exposés. Enfin, seules les réponses IgG anti-30 kDa ont permis de classer avec
significativité¢ les enfants utilisant les MILDAs de ceux qui n’en utilisant pas. La protéine
salivaire de 30 kDa de Cx quinquefasciatus serait dans ce cas un potentiel candidat biomarqueur
d’exposition des enfants aux piqires de Culex nonobstant les faibles niveaux de réponses 1gG
dirigées contre celui-ci.

Néanmoins, des études supplémentaires sur le 30 kDa dans une plus large population et dans
différents sites d’étude pourraient permettre une meilleure appréciation du réel potentiel
biomarqueur d’exposition des enfants aux piqtres de Culex. Cette étude pourrait comporter par

exemple i) les individus d’une large gamme d’age, ii) une forte densité de Culex.
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CONCLUSION GENERALE

Dans le cadre de nos travaux de thése, nous avons observé, pour la premiére fois, que les
réponses Ac IgG spécifiques au peptide salivaire Nterm-34 kDa du moustique Ae. aegypti, aux
EGS de Culex quinquefasciatus et a la protéine recombinante 30 kDa de Culex
quinguefasciatus, pouvaient identifier les personnes exposées aux piqlres des moustiques
Aedes et Culex quinquefascitus, qui sont les vecteurs des agents pathogenes des arboviroses.
Méme si cette identification des personnes exposées aux pigdres de Culex avec les réponses Ac
anti-30 kDa semble moins pertinente dans les conditions de notre thése, une appréciation
qualitative et quantitative de ces réponses Ac permettraient d’identifier les personnes ou les
zones a risque de transmission des arbovirus. Elles seraient donc un outils d’évaluation de
niveau d’exposition des hommes aux piqtires des vecteurs. Elles pourraient par exemple assurer
I’évaluation des réponses Ac entre les personnes exposées et non exposées aux piqdres des
vecteurs, ¢évaluer une stratégie de LAV en comparant les taux d’Ac avant et apres
I’implémentation d’une LAV. Toutefois, la validation compléte de la réponse Ac IgG anti-EGS
et anti-peptide recombinante de 30 kDa comme biomarqueur d’exposition aux Culex, nécessite

que d’autres études complémentaires soient menée
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PERSPECTIVES

A la suite de ces travaux de théses nous projetons réaliser un certains nombres d’activités
sur le biomarqueurs d’exposition qui contribueront a renforcer la surveillance des arboviroses
dans d’autres contextes :
) des études supplémentaires sur la protéine 30 kDa dans une large population pourraient
permettre une meilleure appréciation du potentiel biomarqueur d’exposition des Hommes aux
pigdres de Culex. Cette étude pourrait comporter par exemple les individus d’une large gamme
d’age, d’un bon et/ou dans un contexte de lutte LAV contre les Culex.
i) Exploiter dans le cadre des études prochaines les réponses Ac anti- Nterm-34 kDa
d’Aedes aegypti chez certains animaux domestiques. Ces animaux proches des hommes
pourraient constituer d’indicateur du niveau des expositions des hommes aux piqilres des
Aedes.
iii) Evaluer une stratégie de lutte anti-vectorielle portant sur la technique de I’insecte stérile
qui est en cours.
iv) Développer un Test Diagnostic Rapide directement utilisable sur le terrain afin
d’identifier les personnes potenticllement exposées aux piqires des Aedes. Cela permettra un
gain de temps considérable dans I’identification de ces personnes exposées et donc une

orientation rapide ou évaluation rapide des stratégies de LAV.
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