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MALADIES
PARASITAIRES
ET INFECTIONS
MULTIPLES

L’écosystéme amazonien de Guyane est caractérisé par

la circulation de nombreux agents infectieux tels que

les parasites Plasmodium, Leishmania et Toxoplasma.
Mieux comprendre la transmission de ces pathogénes,

ainsi qu’étudier I'impact des co-infections et les réponses
immunes de I’hote, est primordial afin de mieux prévenir et
lutter contre les maladies parasitaires.
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LE ROLE DU
MICROBIOTE* DES
MOUSTIQUES LORS
DE LINFECTION
PARASITAIRE PAR
PLASMODIUM

par Estelle Chalbanol

Si on sait que les bactéries du microbiote ont un impact majeur sur
le développement et le métabolisme du moustique, le réle de ces
bactéries lors de la transmission de parasites tels que Plasmodium
n’est pas encore bien défini. Les travaux menés par Estelle Chabanol
combinent recherche en laboratoire et sur le terrain afin de
consolider les connaissances a ce sujet.

sites ou de virus responsables de maladies chez

'nomme, telles que le paludisme, la fievre jaune

ou la dengue. Le paludisme est causé par un parasite

du genre Plasmodium. Il est transmis par des mous-

tigues du genre Anopheles. L'Organisation Mondiale

de la Santé estime aujourd’hui que la moitieé de la

population planétaire est exposée au risque palustre,

avec 84 pays dans lesquels la maladie est ende-

mique @. Les diverses especes d'anopheles sont re-

parties sur une majeure partie du globe, en particulier

dans la zone intertropicale, et la Guyane ne fait pas ex-

ception. Initialement, la lutte antivectorielle consistait

” surtout a éliminer les moustiques, notamment grace

aux insecticides, ce qui a eu une efficacité indéniable

mais a malheureusement également abouti a la sé-

Microbi robi ; ble des mi ) lection de genes de résistance parmi les populations

_Mg:r;e'rf’:: ‘m"fc:’;':,::n:::;:;;s'e:ri'i:te:_ o anismes de moustiques. Il est donc maintenant nécessaire de

environnement spécifique chez un héte ou une matiére. mieux Comprendre la biologie des aﬂOphé|€S afin de

Ces micro-organismes peuvent étre présents sans impact trouver de nouvelles alternatives de lutte contre le
sur leur hote ou entrer en interaction étroite avec lui paludisme, 3 Iéchelle locale et internationale.

I es moustiques peuvent étre vecteurs de para-
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FIGURE 1 Methode pour produire des
moustiques adultes microbiologiquement
stériles sans utilisation d'antibiotique. o

Dans un environnement « classique » (en noir), le moustique passe par

guatre stades larvaires avant de se metamorphoser en nymphe puis

d'émerger en tant qu'adulte. Lorsque les ceufs du moustique sont ste-

riliseés et maintenus en conditions stériles (en blanc), les larves restent  Larves exemptes Des moustiques
bloguées au premier stade larvaire et ne grandissent pas. Si, apres la de germes sans germes
stérilisation des ceufs, une bactérie est ajoutée dans le milieu d'élevage,

le développement est sauve. La technique mise au point consiste donc

a ajouter une bactérie ayant des besoins nutritifs particuliers (en bleu)

et de supprimer ces apports alimentaires spécifiques afin de I'éliminer

naturellement apres qu'elle a permis de soutenir le développement

larvaire du moustique. Les adultes produits sont alors microbiologi-

guement stériles.

Barrage de
Petit-Saut

Baie
de
L'Oyapol

GUYANE

N
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FICURE 2 : Localisation des missions de { (J
terrain en Guyane Francaise S
Les missions se sont déroulées sur quatre années consécutives, de 2018 a 2021, et dans

cing localités distinctes : La Césarée (CE), Le Galion (GA), Cacao (CA), Trois Palétuviers (TP)
et Blondin (BL). Source :

CAMOPI
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Etudier I'effet de la présence des
bactéries sur le métabolisme de
I'anopheéle...

La transmission est assurée par les femelles qui sont
les seules a piquer 'nomme : les males et les femelles
se nourrissent habituellement de nectar de fleurs,
mais les femelles ont besoin de nutriments supplé-
mentaires, présents dans le sang, afin de produire
leurs ceufs. Pour pouvoir transmettre le pathogene
a 'hnomme, la femelle moustique doit d'abord elle-
méme en étre porteuse. Lorsqu’une femelle saine
prend un repas de sang sur un étre humain infecte,
le pathogene entre dans le systéme digestif du mous-
tique. Apres cela, dans un processus durant une
semaine a dix jours, le pathogene passe la barriere
intestinale du moustique, se multiplie et migre vers les
glandes salivaires. Le moustique devient alors vecteur,
il est capable de transmettre le pathogene lors de ses
futurs repas de sang et tout au long de sa vie.

L'entrée dans le systeme digestif du moustique ainsi
gue le passage de la barriere intestinale sont des
étapes clés pour le pathogene, ou celui-ci est parti-
culierement vulnérable. De plus, l'intestin du mous-
tigue est peuplé de communautés bactériennes qui
influencent l'infection par le pathogene. Les bacte-
ries peuvent interagir avec le pathogene de maniére
directe, en produisant des composes toxiques, ou indi-
recte, en activant l'immunité basale du moustique qui

FIGURE 3

se défendra plus efficacement lors de l'infection @. Des
interactions au niveau métabolique, notamment des
compétitions nutritives entre le microbiote et un agent
infectieux, ont aussi ete deécrites chez d'autres hotes
Mais ont tres peu éteé étudiées chez le moustique. Des
traitements antibiotiques ont montré que les bactéries
limitent généralement l'infection parasitaire, mais des
variations ont été mises en évidence selon les bactéries
etudiees. L'etude de ces communautes bactériennes,
de leur composition ainsi que de leur métabolisme,
peut permettre de mieux comprendre, voire maitriser,
les mécanismes de transmission des pathogenes.
Notre projet vise d'une part a étudier I'effet de la pré-
sence des bactéries sur le métabolisme de I'anophele
et d'autre part a déeterminer si la composition du
microbiote est fixée de facon aléatoire ou si des com-
positions typiques peuvent étre mises en évidence.
Dans une optique de contréle vectoriel, il est en effet
important d'identifier les communautés bactériennes
limitant ou non la transmission du pathogene.

.. en éliminant le microbiote par l'utilisation
d’antibiotiques...

Dans un premier temps, Nous avons mene une etude
sur des anopheles femelles adultes, traitées ou non
avec un cocktail d'antibiotiques €. Nous avons com-
paré le métabolisme des femelles traitées, dans les-
quelles le microbiote avait donc été éliminé, et celui
de femelles non traitées, colonisées par un Mmicrobiote
conventionnel. Nous avons constaté que certaines

Distribution des espéces d’anopheles collectées au cours des missions de terrain.
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molécules d'intérét, qui sont connues pour
aider le déeveloppement de Plasmodium,
sont présentes en quantités plus élevees
lorsque les bactéries sont absentes.
Cette observation pourrait expliquer
pourguoi l'absence de bactéries
favorise l'infection du moustique par
Plasmodium. Cependant, l'utilisation
d'antibiotiques pour cette etude, bien
que permettant déliminer le micro-
biote, a pu impacter le métabolisme
du moustique et on ne peut pas écarter
la possibilité que certains résultats soient
dus a l'effet de I'antibiotique en lui-méme
plutdt qu'a la déplétion des bactéries.

.. et en produisant des moustiques sans
microbiote

Pour pallier ce probleme, une solution consiste a pro-
duire des moustiques sans microbiote : en stérilisant
des ceufs et en maintenant les larves dans un environ-
nement contrélé @. Toutefois, alors qu'un Mmoustique
adulte peut vivre dans un environnement stérile, une
larve ne peut grandir sans bacteérie, elle reste bloquée
au premier stade de développement. Une méethode
mise au point dans notre laboratoire consiste alors a
introduire une souche bactérienne particuliere dans
l'eau des larves : cette bactérie a des besoins meéta-
boliques spécifiques et peut étre éliminée en reti-
rant simplement de la nourriture du moustique le
complément alimentaire auquel elle est dépendante.
Lorsque la bactérie est maintenue durant le déve-
loppement larvaire puis éliminée au stade nymphal
(pendant la méetamorphose), les adultes résultant du
processus sont dépourvus de microbiote (Figure 1).
Pour les besoins expérimentaux, les adultes peuvent
ensuite rester microbiologiquement stériles, en tant
que controles, ou peuvent étre colonisés par les bac-
téries que I'on souhaite étudier.

Alors que cette technique existait pour d'autres mous-
tigues, jai reussi pendant ma thése a lI'adapter aux
anopheles. Nous menons actuellement une nouvelle
étude afin de conclure de maniere moins ambigué
(par rapport aux résultats avec un traitement anti-
biotique) quant au réle global du microbiote sur le
métabolisme de l'anophele, et afin didentifier des
molécules influencées par le microbiote pouvant
avoir un effet sur Plasmodium. Pour aller plus loin,
il sera intéressant d’'infecter expérimentalement les
anopheles par Plasmodium et de tester l'effet de dif-
férentes bacteéries, individuelles ou combinées, ou des
molécules d'intérét sur le résultat de linfection.

Recenser les souches bactériennes
au sein des moustiques de Guyane
En paralléle, nous menons une étude de terrain

sur la diversité et composition des communautés
bactériennes naturellement présentes au sein des

— DOSSIER

Moustique Anopheles darlingi femelle
élevée au Vectopodle de l'Institut Pasteur
de la Guyane.
Anopheles darlingi, le principal
vecteur du paludisme en Guyane,
est un moustique selvatique,
sortant majoritairement la nuit
et au lever du jour, avec une
saisonnalité marquée, plutdt
présent en début de saison séche.
Les larves d'anophéles locales se
développent de fagon saisonniére
dans des grandes retenues d’'eau en
bordure de fleuve.
© Institut Pasteur de la Guyane - photo
Romuald Carinci 2017/02/07

anopheles de Guyane. Nous avons collecté plus de
770 anopheles sur quatre années successives et dans
cing localités difféerentes de Guyane et analysons la
composition du microbiote de chacun de ces mous-
tiques par sequencage (Figure 2). L'analyse de leur
microbiote nous renseignera sur I'existence, ou non,
de compositions typiques ainsi que sur leurs determi-
nants : type de paysage, saison, especes de moustique,
etc. Ces informations permettront de déterminer les
bactéries pertinentes a tester dans notre modele, dans
le but d'étre au plus proche des conditions du terrain
en Guyane. Additionnellement, les missions de terrain
nous ont aussi permis de recueillir des informations
sur la répartition des especes d'anopheles en Guyane
(Figure 3) ©.

Les missions de terrain ont permis de récupérer des
anopheéles afin d'étudier leur microbiote naturel, ce-
pendant ces missions ont aussi apporté des informa-
tions sur la répartition des especes. Anopheles darlingi
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CARTE DE DISTRIBUTION DES ANOPHELES

Source : Wikipedia

Centers for Disease Control and Prevention, United States Department of Health and Human Services

est l'espece majoritaire en Guyane Francaise de ma-
niere géenérale, et Anopheles braziliensis, Anopheles
triannulatus et Anopheles nuneztovari sont les trois
autres especes les plus représentées. D'autres especes
ont éteé retrouvees de maniere plus sporadique.

En conclusion...

Lintérét de la commmunauté scientifique pour le micro-
biote des moustiques est relativerment récent. Pourtant
les bactéries ont un impact majeur sur le moustique, et
sont notamment essentielles pour son développement
larvaire. Le rOle de ces bactéries lors de la transmission
d'arbovirus ou de parasites, tels que Plasmodium, n'est
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pas encore totalement défini, notamment d'un point
de vue métabolique. La recherche menée dans le
cadre de cette these a donc pour but de consolider les
connaissances a ce sujet.

De plus, en combinant recherche en laboratoire et sur
le terrain, il est possible de se rapprocher au plus pres
des probléematiques locales. En recensant les souches
bactériennes au sein des moustiques du territoire et en
étudiant leurs caractéristiques, il est probable de trou-
ver des souches avec un fort potentiel a limiter linfec-
tion des anopheles par le Plasmodium. Ces bactéries
seraient alors de bons outils de lutte antivectorielle, car
un moustique dans lequel le parasite est incapable de
se multiplier est un moustique qui ne sera pas vecteur.

photo fournie par l'auteure



ENCART METHODOLOGIQUE

En pratique : moustiques de
laboratoire et moustiques de
terrain

Il est possible d'élever certaines
especes de moustiques en labora-
toire. Le cycle de vie du moustique
se fait en insectarium : en bassines
pour le développement larvaire et
le stade nymphal, et en cages pour
les adultes. Les adultes sont nour-
ris avec une solution sucrée pour
assurer leur survie et un repas de
sang est propose aux femelles lors-
qu'il est nécessaire d'obtenir des
ceufs. On parle de colonies lorsque
les moustiques sont maintenus sur
plusieurs générations.

Une colonie de laboratoire per-
met d'avoir des moustiques dispo-
nibles a tout moment de l'annee,
en nombre adaptable aux besoins
expérimentaux. Les expériences
faites sur des moustiques de labo-
ratoire sont aussi plus facilement
reproductibles car il est possible de
controler precisement les conditions
et parametres de vie de ces mous-
tiques : leur age, 'accouplement et
la reproduction, les repas de sang,
etc. De plus, certaines colonies
établies depuis plusieurs dizaines
d'années sont partagées par des
laboratoires du monde entier, ce
qui fait de ces moustiques des «
standards » pour I'expérimentation
et facilite les collaborations ainsi que
la comparaison des résultats. Mal-
heureusement il n'est pas toujours
possible d'établir des colonies, cer-
taines especes de moustiques sont
tres résistantes et demandent peu
d'entretien mais d'autres sont plus
délicates a élever avec des besoins
specifiques, difficiles a identifier.

Le prélevement de moustiques sur
le terrain présente d'autres avan-
tages. En effet, au laboratoire, les
populations se standardisent aux
dépends de la diversité géenétique
et les variations induites par I'envi-
ronnement sont perdues. Notam-
ment, la composition du microbiote
intestinal d'un moustique de labo-
ratoire peut difféerer grandement
de celles d'un moustique de ter-
rain, pour une méme espece. Ce
facteur doit étre pris en consideé-
ration lorsqu’'on cherche a étudier
linfluence des bactéries sur la trans-
mission vectorielle, car différentes
souches bactériennes peuvent avoir

des effets variés. Baser sa recherche
sur des moustiques de terrain per-
met donc d'étre au plus pres des
conditions réelles dans lesquelles
la transmission vectorielle se fait
effectivement. Finalement, I'échan-
tillonnage sur le terrain est aussi un
moyen de surveiller la répartition et
les dynamiques des populations de
mMoustiques, vecteurs ou non.

Les deux approches, laboratoire et
terrain, sont donc trés complémen-
taires. Pour notre projet, la collecte
d'anophéles dans plusieurs loca-
lites de Guyane va permettre de
mieux connaitre les especes bac-
tériennes présentes naturellement
au sein de ces moustiques. Cette
connaissance permettra de definir
et d'utiliser des compositions bacte-
riennes simplifiees afin d'établir un
modele d'anophéle en laboratoire,
proche des conditions extérieures
mais néanmoins controlé. Pouvoir
combiner les deux approches est
un atout inestimalble dans un projet
de recherche comme celui-ci, afin
d'obtenir des résultats concrets et
applicables plus directement au
territoire de la Guyane.

En pratique : ou, quand et com-
ment capturer les moustiques
sur le terrain ?

Lorsqu’on s'intéresse aux Mous-
tiques du terrain, il est possible de
collecter des larves ou des adultes, en
fonction des besoins expérimentaux.
Les larves peuvent étre trouvées dans
différents types de gites, naturels ou
artificiels : flagues d'eau, bambous
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et autres plantes, pots de fleurs non
vidés, pneus laissés a l'abandon, etc.
Récupérer des larves peut se faire
avec une simple épuisette. Il y a envi-
ron 250 especes de moustiques en
Guyane, donc les gites larvaires sont
divers et plus ou moins accessibles.
Les larves d'anophéles locales sont
généralement difficiles a collecter
car elles se developpent de facon sai-
sonniere dans des grandes retenues
d'eau en bordure de fleuve.
Collecter des moustiques adultes
nécessite plus de mateériel. Il existe
des pieges lumineux et/ou a UV
pour collecter les adultes attirés par
la lumiere. D'autres pieges comme le
BG-Sentinel ou le Mosquito Magnet
(Figure 4) attirent principalement
les femelles en quéte d'un repas de
sang, en imitant les stimuli comme
I'émission de CO2, de chaleur et/ou
de moléecules odorantes. Dans tous
les cas, les moustiques sont piegées
par un flux d'air les blogquant dans
un filet qu'il est possible de déetacher
pour les récupérer.

Les lieux, saisons et horaires de cap-
ture vont dépendre de I'espéece
de moustique recherchée : Aedes
aegypti par exemple, vecteur de la
dengue et autres arbovirus, est un
moustique urbain et diurne, présent
tout au long de I'année ; Anopheles
darlingi quant a lui, vecteur du palu-
disme, est un moustique selvatique,
sortant majoritairement la nuit et au
lever du jour, avec une saisonnalité
marquee, plutdt présent en debut
de saison seche. Ces caractéristiques
sont a connaitre et prendre en
compte pour préparer les missions
de terrain.

Figure 4 : Photo d’'un Mosquito Magnet
déployé sur le terrain. [Crédit photo :
Vectopdle, Institut Pasteur de la Guyane].
Le Mosquito Magnet est un piege
permettant de capturer des moustiques
adultes sur le terrain. La bombonne

de gaz est utilisée par le dispositif

pour émettre du CO, et produire de la
chaleur. Une pastille avec une molécule
attractante est ajoutée et son odeur est
également diffusée par le systeme. Ces
stimuli attirent les femelles en quéte de
repas de sang et lorsque ces dernieres
s'approchent, elles sont aspirées par

un flux d'air les piégeant dans le filet

au coeur de la machine. Ce filet peut
étre fermé et retiré pour récupérer les
moustiques.



