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Abstract

An entomological follow up, carried out by house resting collection
and outdoor resting collections was achieved from June 2006 to September
2008 in Adzope, a town located in South-west Cote d’Ivoire, in the forest
zone. This study aimed at identifying the origin of the An. gambiae females
bloodmeals. In total, 539 mosquitoes were collected, 390 house resting
mosquitoes and 149 outdoor resting ones. The mosquitoes collected in the
two environments belong to 3 genera: Anopheles (92.5 %), Culex (7.2 %)
and Mansonia(0.2 %). An. gambiae was the only anopheles species
collected. The study of its resting behavior reveals the existence in Adzope
of two populations: endophilic and exophilic. The origin of 60 bloodmeals of
this species was identified by the PCR-heteroduplex. In houses, the
bloodmeals were collected on humans (97%) and goats (3%). In outdoor
shelters, the collection was made on humans (87.5%), birds (3%) and cows
(1.5%). The bloodmeals from unknown origins were 1.5%. Actually, the
poultry was the host preference for animal-feeding females. An. gambiae
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presents a high anthropophilic rate and therefore a threat for Adzope
population.

Keywords: Anopheles gambiae, PCR-heteroduplex, anthropophilic rate,
Adzopé, Cote d’Ivoire

Résumé

Un suivi entomologique, effectué par des captures intradomiciliaires
et des captures dans les abris extérieurs a été réalisé de juin 2006 a septembre
2008 a Adzopé. Cette ville est située au Sud-est de la Cote d’Ivoire, en zone
de forét dense. L’objectif de ce travail a été d’identifier I’origine des repas de
sang des femelles de An. gambiae. Au total, 539 moustiques ont été captures,
soit 390 a I’intérieur des habitations et 149 dans les abris extérieurs. Les
moustiques capturés dans ces deux milieux appartiennent a 3 genres:
Anopheles (92,6 %), Culex (7,2 %) et Mansonia (0,2 %). An. gambiae a été
la seule espece anophélienne récoltée. L’étude de son comportement de
repos révele qu’il existe a Adzopé une population de An. gambiae endophile
et une autre exophile. L origine de 60 repas sanguins de cette espéce a été
identifiée par la PCR-hétéroduplexe. Dans les habitations, les repas ont été
pris a 97 % sur homme et a 3 % sur chevre. Dans les abris extérieurs, les
repas ont été d’origine humaine a 87,5 %, aviaire a 3 % et bovine a 1.5 %.
Les repas d’origine inconnue ont été de 1.5 %. En somme, les volailles ont
été les principaux hotes préferentiels pour les femelles zoophages. An.
gambiae présente une anthropophilie élevée. Il constitue donc une menace
pour la santé de la population d’Adzopé.

Mots-clés : Anopheles gambiae, PCR-hétéroduplexe, taux d’anthropophilie,
Adzopé, Cote d’Ivoire

Introduction

Les insectes hématophages sont des vecteurs potentiels de maladies.
Parmi ces insectes hématophages, les anopheles sont les mieux connus et les
plus dangereux. Ces derniers transmettent de nombreuses affections dont le
paludisme ou malaria. Selon I’OMS (2008), sur 3,3 milliards de personnes a
risque en 2006, on estime a 247 millions le nombre de cas de paludisme dont
pres d’un million de cas mortels.

Le degré du contact homme vecteur est une composante importante
dans la transmission d’une maladie. Pour qu’un moustique puisse pondre, il
doit prendre au moins un repas de sang. C’est au cours du repas, qu’il
préleve I’agent pathogene sur un homme infesté et I’injecte ensuite a un
homme sain. Le contact homme vecteur est donc nécessaire dans



I’élaboration et I’évaluation de I’'impact des stratégies de lutte contre les
maladies a vecteurs (Muriuet al., 2008).

En Afrique subsaharienne, une dizaine d’espéces anophéliennes est
responsable de la transmission du paludisme.Parmi elles, trois sont
considérées comme vecteurs majeurs: An. gambiae s. s, An. arabiensis et
An. funestuss.s. (Besanskyet al.,2004)

Anopheles arabiensis est tres anthropophile dans les régions Est, Sud
et QOuest de I’Ethiopie. A Dielmo au Sénégal, il a présenté un taux
d’anthropophilie semblable & celui de An. gambiae (Diatta et al., 1998).
Dossou-yovo, (2000) a Bouake et Faye et al., (1995) a Dakar, ont enregistré
chez An. gambiae des taux élevés d’anthropophilie soit respectivement 98 et
95,6 %. Cependant, a Konso au Kenya, cette espece a présenté 59 a 91 % de
repas de sang d’origine animale (Tiradoset al., 2006). A Dielmo, au Sénégal
90,2 % des repas de sang de An. funestus sont d’origine humaine (Dia et al.,
2000).

L’identification correcte des repas de sang pris par une espece de
moustique fournit des informations sur ses préférences trophiques dans les
conditions naturelles (Oshaghi et al., 2005). Les études antérieures sur les
préférences trophiques réalisées en Cote d’lvoire étaient basées sur des
procédés sérologiques. Il s’agit de la technique «Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays» (ELISA) repas de sang. Elle consiste a utiliser des
anticorps polyclonaux contre le sang de vertébrés susceptibles d’étre des
hotes. Cette méthode peut produire des réactions croisées entre especes et
nécessitent I’obtention du sérum d’un grand nombre d’hoétes potentiels
(Hunter et Bayly, 1991). Récemment, une technique moléculaire dite
‘polymerase chain reaction’ (PCR) hétéroduplexe qui fait appel a I’analyse
du cytochrome B a été mise au point par Boakye et al. (1999). Elle a été
utilisee dans des études d’identification des especes fortement semblables de
simulies et des sous-types de VIHL1. Cette technique permet de déterminer
I’origine des repas sanguins des Arthropodes pris sur des hotes vertébres
(Kent et Norris, 2005). Elle est précise et permet de tester un grand nombre
d’hétes simultanément.

Mises a part quelques études réalisées a Bouaké au centre (Dossou-
yovo, 2000), a Danané a I’ouest et Gansé au nord-est (Adja, 2008), trés peu
de données existent sur les préférences tropiques des anopheles en Céte
d’Ivoire. Ainsi, au Sud du pays, les préférences trophiques de An. gambiae
en milieu urbain demeurent peu connues. Or An. gambiae est le vecteur
majeur du paludisme en milieux urbains Ivoiriens (Tia et al., 2006). Il parait
donc important d’étudier les préférences trophiques de An. gambiae en
identifiant I’origine des repas de sang des femelles de ce vecteur a Adzopé
une ville du sud forestier a partir de la technique PCR hétéroduplexe.
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Meéthodologie
Site d’étude

La présente étude a été réalisée dans le quartier de Port-Bouet, situé a
la périphérie de la ville d’Adzopé. Le département d’Adzopé se trouve au
Sud-est de la Cote d’lvoire (6°25” N- 3° W) et a 105 km d’Abidjan. La
région d’Adzopé appartient au domaine de la forét guinéenne et au climat
équatorial. Les habitants pratiquent la riziculture irriguée et les cultures
maraicheres. Deux types de maison sont observées dans ce quartier : Les
maisons type traditionnel (murs en banco) ou moderne (murs en briques).

Collecte des moustiques sur le terrain

Le protocole d’étude repose sur un suivi entomologique réalisé de
juin 2006 a septembre 2008 par des captures dans les abris extérieurs (CAE)
et des captures intradomiciliaires (CID)

La CAE a été utilisée pour récolter les moustiques exophiles. Elles ont
été effectuees de 6 heures a 8 heures dans des poulaillers, des enclos de
moutons et de chévres. Le moustique est repéré a I’aide d’une torche, et est
capturé avec I’aspirateur a bouche. Il est immédiatement placé dans un
gobelet recouvert d’une tuile moustiquaire. Les moustiques sont ensuite tués
avec du coton imbibé de chloroforme placé sur la tuile. lls sont ensuite
conservé au congélateur. Le sang des hotes potentiels de moustique, tels que
I’homme (Homo sapiens), le beeuf (Bos. taurus), le mouton (Ovis. aries), la
chévre (Capra. aegagrus) et la poule (Gallus gallus) ont été récolté et
serviront a analyse hétéroduplexe.

L’échantillonnage des moustiques par la méthode des CID a été
réalisé tout les mois dans 5 chambres. Il débute tot le matin a 6 heures et
s’achéve vers 8 heures. Elle consiste a capturer des moustiques au repos a
I’intérieur des maisons en pulvérisant des insecticides (solutions de
pyréthrine) dans des chambres a coucher. Avant la pulvérisation, toutes les
issues de la chambre sont soigneusement fermées. Un drap de 4m x 4m est
étalé dans la chambre afin de recouvrir le plancher. Dix minutes apres la
pulvérisation le drap est retiré et placé hors de la chambre. Les moustiques
tombés sur le drap sont récupérés a I’aide d’une pince fine. Le numéro de la
maison et le nombre de personnes ayant dormi dans la chambre la nuit
précédente sont notés sur une fiche.

Les moustiques récoltés sont ramenés a la station, identifiés puis triés
selon le sexe, le genre et I’espéce sur la base de critéres morphologiques.
Deux clés de détermination ont été utilisées, celles de Mattingly (1971) pour
I’identification des Culicidae et celle de Gillies et de Meillon (1968) pour
identifier les especes anophéliennes.

L’identification commence par la séparation a I’ceil nu des males et des
femelles grace a I’aspect des antennes. A I’aide d’une loupe binoculaire, les
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femelles de moustique sont regroupées selon leur espéce et leur état
physiologique (a jeun, gorgée, gravides). Les femelles de An. gambiae
gorgées de sang ont été placées individuellement dans des tubes Eppendorf
contenant du silicagel, puis conservées a une température de -20 °C jusqu’a
leur traitement au laboratoire.

Traitement des moustiques au laboratoire
Extraction de ’ADN

L’ADN du sang ingéré par les femelles de An. gambiae a été extrait
selon le protocole de Cornel et Collins (1996). L’abdomen de moustique
gorgé a été broyé dans une solution de tampon (CTAB 20%) permettant
I’éclatement des membranes cellulaires. Aprés une incubation au bain-marie
pour détruire les enzymes thermolabiles, ’ADN a été séparé des débris
cellulaires par du chloroforme. L’ADN ainsi obtenu a été précipité dans de
I’alcool, séché puis suspendu dans 20ul d’eau pure stérile pendant 24 heures.
L’extrait d’ADN ainsi obtenu a servi a la réalisation des PCR.

Pour cette étape chaque tube Eppendorf contient 23 pl de solutions
d’amplification et 2 pl d’extrait d’ADN. Chaque tube contient ainsi 25 pl de
solution. Les tubes ont été ensuite placés dans un thermocycleur pour une
amplification par des amorces spécifiques du cytochrome B dont les
séguences nucléotidiques sont les suivantes:
cytB-F : 5’CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA3’
cytB-R : 5’CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA3Z'.

Les réactions d’amplification commencent par une incubation a 95°C
de 3min 30s, suivie par 40 cycles a 95°C, 60°C et 72°C respectivement
pendant 30 s, 50 s et 40s. Elles achevent par une incubation a 72°C pendant
5mn (Boakye et al.,1999).

Les produits d’amplification ont été séparés sur un gel a 1,8 %
d’agarose. Le marqueur de poids moléculaire est placé dans le premier puits.
Un melange de 5ul d’ADN amplifié et 2ul de bleu de charge (ou bleu de
bromophénol) sont déposés dans chacun des autres puits.

La migration électrophorétique a été effectuee dans une cuve contenant
du TBE 1X

(Tris borate EDTA). Les bandes soumises a I’action d’un courant de 80
volts migrent & une vitesse proportionnelle & I’inverse de leur taille. Aprés 18
mn de migration les bandes sont visualisées sous rayon ultra violet, grace a
la fluorescence des molécules de bromure d’éthidium. L’interprétation des
bandes du front de I’ADN se fait a partir de celles du marqueur de poids
moléculaire. Les échantillons dont les bandes sont a 383 paires de bases sont
considérés positifs. Ces derniers sont utilisés pour effectuer I’analyse
hétéroduplexe.
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Analyse hétéroduplexe

A chacun des 6l du produit PCR des éechantillons et des hotes
potentiels sont séparément ajoutés 6ul d’ADN amplifiés du «driver» (rat).
Le mélange est dénaturé pendant 2 minutes 30 secondes a 95°C, puis refroidi
a température ambiante. Les produits hétéroduplexes obtenus sont séparés
sur un gel d’acrylamide. Du bleu de bromopheénol est mis dans les deux puits
extrémes. Le choix du puits devant recevoir le marqueur moléculaire est
arbritraire. Un aliquot de 12ul de chaque produit hétéroduplexe est mélangé
a 3ul du bleu de bromophénol, puis transféré dans un puits

La migration éelectrophorétique est réalisée dans une cuve de migration
verticale contenant une solution de TBE 1X (ph 8,8). Les bandes sont
soumises a I’action d’un courant électrique de 12 mA fourmi par un
générateur électrique. La migration dure 16 heures.

Le gel est plongé dans du BET 1ug/ml a I’obscurité pendant 10
minutes, puis immergé dans de I’eau distillée pendant une heure. La
révelation se fait a la fois en fonction des bandes du marqueur et celles des
hotes. Les profils hétéroduplexes sont comparés avec ceux des animaux de
référence pour déterminer les vertebrés sur lesquels les moustiques ont pris
leur(s) dernier(s) de repas de sang.

Les analyses statistiques ont été realisées a I’aide du logiciel STATA
version 8.0. Le test de > a été utilis€ pour comparer les proportions des
femelles gorgees, gravides, a jeun capturées dans les habitions et celles
obtenues dans les abris extérieurs. Ce test a également servi pour I’analyse
des taux d’anthropophilie. L’intervalle de confiance utilisé est de 95 %.

Résultats
Composition de la faune culicidienne

- Capture intradomiciliaire

Cette méthode a permis de récolter 390 moustiques. Dans I’ensemble,
3 genres de culicidés ont été récoltés (Tableau 1). Les Anopheles (96 %) sont
les plus abondants, suivis des Culex (3,8 %) et des Mansonia (0,2 %). Un
total de 4 especes ont été identifiées dans la localité. La majorité des
moustiques appartient a I’espéce An. gambiae (95,8 %), suivie de tres loin
par Cx. quinquefasciatus (3,6 %), Cx. cinereus (0,3 %) et Man. uniformis
(0,3%).

- Capture dans les abris extérieurs

Les captures des moustiques effectuées dans les abris extérieurs ont
permis de récolter 149 moustiques. Ces moustiques sont répartis en deux
genres : 83.9 % de Anopheles et 16,1 % de Culex. Quatre especes de
Culicidés ont été recoltées dans les abris extérieurs. L’espéce prépondeérante,
An. gambiaea représenté 83,9 % de la faune culicidienne (Tableau 1). Les
autres especes telles que, Cx. nebulosus, Cx. decens et Cx.
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quinquefasciatusn’ont représenté que respectivement 9,4 %, 5,4 % et 1,3 %
des culicideés.

- Etat physiologique des femelles de An. gambiae

L’étude de I’état de replétion des femelles de An. gambiae a porté sur
un échantillon de 499 individus, dont 374 ont été collectés au repos dans les
chambres a coucher et 125 dans les abris extérieurs.Les femelles de An.
gambiae fraichement gorgées de sang constituent la catégorie la plus
abondante (86,4 %) de la faune résiduelle matinale des habitations (Tableau
2). Les femelles gravides et a jeun ont été faiblement représentées soit 7,2 %
et 6,4 % des femelles récoltees.

Dans les abris extérieurs, les femelles de An. gambiae gorgées de
sang frais sont majoritaires. Elles représentent 54,4 % des femelles
capturées. Les femelles gravides et celles qui sont & jeun représentent
respectivement 30,4 et 15,2 % des An. gambiaedans les abris extérieurs. La
comparaison des différentes catégories de femelles montre une proportion
significativement plus élevée de femelles fraichement gorgées de sang a
I’intérieur des habitations que dans les abris extérieurs (y2 = 52,78 ; p < 107).
Par contre les femelles gravides (y*> =44,44 ; p < 10'6) etajeun (*=9,18;p
= 0,00245) sont en proportion plus importante dans les abris extérieurs que
celles obtenues par CID.

Comportement de An. gambiae a I’intérieur des habitations

- Densités au repos

Au total, 374 femelles de An. gambiae ont été récoltées dans 26
chambres a coucher (Tableau 3). La moyenne annuelle de la densité au repos
a été de 14,3 femelles par chambre par jour (FCJ). Les densités au repos les
plus élevées ont été observées en grande saison séche, avec 19,4 FCJ en
mars. En revanche, les densités les plus faibles ont été obtenues pendant la
saison pluvieuse avec 5,8 FCJ en mai.

- Preférences trophiques

L’origine du repas de sang de 65 femelles de An. gambiae a été
déterminee par la technique PCR-hétéroduplexe (Figure 1). Parmi ces repas,
33 provenaient des habitations et 32 des abris extérieurs (Tableau 4). Les
échantillons testés avaient pris un repas sur chacun des hodtes testés a
I’exception du mouton. lls se sont également nourris sur un autre héte d’ou le
repas négatif observé. Aucun repas mixte n’a été enregistré.

- Taux d’anthropophilie

;La majorité des repas testés a été prise sur homme soit 92,3 %. Les
autres repas pris sur animaux représentent seulement 7,7 %. La poule a été le
second hote des femelles de An.gambiae. Environ 3,8 % des repas ont éte
pris sur cette espéce. Les repas d’origine bovine et caprine ont été estimés a
3,9 % des repas identifies.
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Le taux d’anthropophilie a connu des fluctuations suivant la méthode
de capture. La plupart des repas de sang issus des habitations, soit environs
97 %, a été prise sur homme et seulement 3 % sur chévre. Ce dernier a été le
seul hote animal recensé dans les habitations.

Dans les abris extérieurs, le taux d’anthropophilie des spécimens
capturés a été estimé a 87,5 %. Il n’y a pas de différence significative entre
les taux d’anthropophilie des femelles capturées dans les habitations et celles
prises dans les abris extérieurs (y2 =2,0518; p = 0,152). Les repas pris sur les
poules et les beeufs ont constitué respectivement 6,3 % et 3,1 % des repas
analyses. Le repas négatif a représenté 3,1 % des repas analyses.

Discussion

Les résultats de cette étude ont permis de montrer que la faune
culicidienne au repos dans la ville d’Adzopé est dominée par le genre
Anophelessuivide tres loin du genre Culex. Cette observation est similaire a
celle faite par Salemet al (1994) a Pikine (Sénégal). Par contre, elle ne
concorde pas avec celles faites par Klinkenberget al (2008) a Accra et
Fillinger et al. (2008) & Dar es Salam. Ces auteurs ont rapporté une
proportion de Culex plus élevée que celle de Anopheles.

An. gambiae est I’espéce la plus abondante de la faune culicidienne et
la seule espéce anophélienne récoltée. Des etudes antérieures ont mentionné
son abondance dans les milieux urbains (Afolabi et al., 2006). Selon
Khaemba et al. (1994), les anopheles pullulent dans les quartiers
périphériques des villes au contact du milieu rural. En effet, situé en
périphérie d’Adzopé, Port-bouét est séparé des autres quartiers par un bas-
fond. L’aménagement de ce bas-fond pour la culture du riz a introduit, dans
ce quartier, un contexte écologique trés favorable au développement de An.
gambiae. Plusieurs études ont montré I'impact de la riziculture sur la
prolifération des anopheles notamment An. gambiae (Koudou et al., 2007).

Au cours de cette étude, des femelles de An. gambiae ont été
capturées aussi bien dans les habitations que dans les abris extérieurs. Il
existe donc a Adzopé deux populations de An. gambiae : une exophile et
I’autre endophile.

L’étude révele que les densités au repos de femelles est relativement
haut en saison seche dans les habitations. Ceci s’explique par le fait qu’en
cette période, la température ambiante est élevée et les femelles de An.
gambiae recherchent température ambiante relativement basse pour assurer
digestion du repas sanguin.

Les femelles de An. gambiae récoltées dans les habitations ont été
trouvées trés anthropophiles. Cette observation corrobore celle de Dossou-
yovo (2000). Cette forte anthropophilie traduit un important contact homme -
vecteur qui serait due au manque de moyen de protection contre les piqdres
de moustiques. D’autre part, il a été observé dans les habitations la présence
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de femelle de An. gambiae gorgée sur chévre. La zoophagie de cette espéce a
été également signalée par Dossou-yovo (2000). La femelle de An. gambiae
qui s’est gorgée sur chévre, se serait nourri a I’extérieur avant d’entrer dans
les chambres pour digérer son repas sanguin. Il existe donc a Adzopé des
femelles de An. gambiaeendophile, avec un comportement alimentaire
anthropophages ou zoophages.

Dans les abris extérieurs, les femelles de An. gambiae capturées ont
pris leur repas de sang sur homme, bceuf et poule. Toutefois, le taux
d’anthropophilie de cette espece a été trés élevé. La poule a été le second
hote préférentiel de ces moustiques pour la prise des repas de sang. La prise
des repas de sang d’origine aviaire serait due a deux facteurs. L’élevage de
poulets, comparativement aux autres animaux domestiques, est plus
développé a Port-bouét. Les poules constituent donc aprés I’homme le
second hote le plus accessible pour les moustiques (Faye et al., 1995). Cela
pourrait aussi étre d a la sensibilité de la technique de la PCR-hétéroduplexe
qui est basée sur I’analyse de I’ADN de I’hote vertébrés et celui du contenu
stomacal des moustiques.

Conclusion

Au total, trois genres culicidiens ont été identifiés au quartier Port-
Bouet d’Adzopé: Anopheles, Culex et Mansonia. Le genre Anopheles
représente uniquement par An. gambiae est le plus abondant. An. gambiae est
composé d’une population endophile et d’une autre exophile. Ces deux
populations se nourrissent aussi bien sur I’homme que sur les animaux. En
effet, I’analyse de I’origine des repas sanguins a montré que cette espece se
nourrit sur homme, beeuf, chévre et poule. Toutefois, elle a manifesté une
anthropophilie tres élevée. An. gambiae constitue donc une menace pour la
santé des habitants d’Adzopé, car ceux-ci sont exposés aux affections
transmissibles par cette espéce tel que le paludisme. La poule a été I’hbte
préférentiel des individus zoophages.
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Tableau 1: Composition de la faune culicidienne

Méthodes de capture

Genre Espéces CID CAE Total
n % n %
Anopheles  An. gambiae 374 95,8 125 83,9 499
Culex Cx. quinquefasciatus 14 3,6 2 1,3 16
Cx. nebulosus 0 0,0 14 9,4 14
Cx. decens 0 0,0 8 54 8
Cx. cinereus 1 0,3 0 0,0 1
Mansonia  Ma. uniformis 1 0,3 0 0,0 1
TOTAL 390 100 149 100 539
CID : Capture intradomiciliaire CAE : Capture dans les abris extérieurs

Tableau 2: Etat physiologique des femelles de An. gambiae

An.
gambiae
Méthodes de
capture A jeun Gorgées Gravides Total
n % n % n %
CID 24 6,4 323 86,4 27 7,2 374
CAE 19 1572 68 54,4 38 304 125
TOTAL 43 8,6 391 78,3 65 13,0 499
CID : Capture intradomiciliaire CAE : Capture dans les abris extérieurs
Tableau 3: Densités au repos de An. gambiae
Mois Nombre récolté Densité au repos (FCJ)

juillet-06 65 10,8
septembre-06 94 18,8
décembre-06 89 17,8
mars-07 97 19,4
mai-07 29 58
TOTAL 374 14,3

FCJ : Femelle par chambre par jour
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Tableau 4: Origine des repas de sang des femelles de An. gambiae collectées

Repas simple
Méthodes
de capture  Testés Homme Poule Beeuf Chévre Mouton Négatif
n % n % n % n % n % n %
CID 33 32 970 0 00 0 00 1 30 0 00 0 00
CAE 32 28 875 2 6.2 1 31 0 00 0 00 1 31
TOTAL 65 60 92,3 2 30 1 15 1 15 0 00 1 15

CID : Capture intradomiciliaire CAE : Capture dans les abris extérieurs
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L LIPS
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(R : i 310 pb
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M : Marqueur de poids moléculaire  pb : paires de base 1:Bceuf 2:Homme

4 : Mouton 11 : Chevre
Figure 1: Analyse hétéroduplexe des moustiques gorgés et des hotes potentiels
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