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INTRODUCTION

Phlebotomus perniciosus est un insecte nématocere de la famille des Psychodidés
largement répandu dans le bassin méditerranéen. Il est responsable de nuisances de par ses
piqlres douloureuses mais il est également impliqué dans la transmission d’agents
pathogenes. En France, cette espece est un vecteur majeur de leishmaniose. Cette protozoose
zoonotique, commune aux canidés et a I’Homme, est due au développement et a la
multiplication dans les cellules du systeme des phagocytes mononucléés d’un flagellé du
genre Leishmania. En raison de ses manifestations cliniques, cette maladie constitue un
sérieux probléme de santé publique a 1’échelle mondiale mais aussi économique et social. La
leishmaniose est endémique dans 88 pays et I’Organisation Mondiale de la Santé estime a 2
millions le nombre de nouveaux cas humains par an avec environ 12 millions d’individus
infectés dans le monde. En France, tout le pourtour méditerranéen est considéré comme zone
d’endémie. Le Centre National de Référence des Leishmania, créé en 1998 et basé a
Montpellier, a notamment pour mission de surveiller et d’enregistrer tous les cas de
leishmaniose détectés en France métropolitaine. Chaque année, il recense prés d’une vingtaine

de cas humains autochtones.

Le chien représente le principal réservoir de leishmanies et il a été montré que le
risque d’infection est dépendant de la présence de chien(s) porteur(s) dans le voisinage
[14,42]. En région enzootique, la prévalence de la leishmaniose canine clinique varierait de 2
a 10% en ’absence de toute prophylaxie [1]. La transmission de cette maladie au chien ou a
I’Homme se produit a I’occasion d’une piqtire par un phlébotome infesté par des leishmanies,
cette infestation s’étant elle-méme produite lors d’un précédent repas sanguin sur un individu

porteur de leishmanies.

Alors que les conditions de vie de Phlebotomus perniciosus ont fait 1’objet de
nombreuses publications, les observations relatives a certaines caractéristiques de son repas
sanguin sont moins denses. Pourtant, une connaissance plus précise de ce comportement
pourrait avoir des applications dans la lutte contre cette parasitose. Apres une synthése des
données bibliographiques disponibles sur ce sujet, notre étude précise expérimentalement trois

aspects distincts du repas sanguin de Phlebotomus perniciosus : sa localisation privilégiée sur

13



un chien, sa durée et I'impact éventuel d’un facteur environnemental, le vent, sur cette

activité.
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PREMIERE PARTIE : SYNTHESE DES CONNAISSANCES
ACTUELLES CONCERNANT PHLEBOTOMUS PERNICIOSUS

I. Généralités sur les phlébotomes

1) Quelques éléments de taxonomie

Les phlébotomes sont des insectes dipteres nématoceres. Ils appartiennent a la famille des
Psychodidae et a la sous-famille des Phlebotominae. Cette derniere comporte quelques 700 a
800 especes regroupées en 5 a 24 genres selon les auteurs [15,30,33,34,35,40,48]. Au cours de
notre étude, nous utiliserons comme modele I’espece Phlebotomus perniciosus qui appartient

au genre Phlebotomus et au sous-genre Larrousius [20].

2) Morphologie

Les phlébotomes sont des insectes de petite taille : Phlebotomus perniciosus mesure
environ 2 mm de long. D’allure gréle, ils sont de couleur brunatre. Ils possédent de longues
pattes et un thorax bossu recouvert de soies. Les ailes, trés poilues également, sont lancéolées

et dressées en forme de « V » au-dessus du corps au repos (fig. 1).

Les antennes ¢tant identiques chez les deux sexes, la distinction entre un imago male
et un imago femelle de 1’espece Phlebotomus perniciosus est principalement permise, a 1’ceil
nu, par la forme de I’abdomen (fig. 1) [18,30,34,48]. En effet, ses segments terminaux se
différencient pour former I’appareil génital externe et permettent ainsile sexage : chez le

male, ’extrémité de I’abdomen est recourbée vers le haut et poilue.
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Figure I : Apparence typique d’un phlébotome adulte de 1’espece Phlebotomus papatasi

(a) Imago femelle ; (b) Derniers segments abdominaux d’un imago male

lustration issue de Medical insects and arachnids, R.P. Lane et R.-W. Crosskey, 1993 [33]

3) Durée de vie des adultes

La durée de vie des phlébotomes adultes est conditionnée par la température et I’humidité
du milieu [6,18,35]: un environnement frais et humide est favorable a leur longévité. Les
males vivent moins longtemps que les femelles. Ces derniéres ont une durée de vie allant de

deux semaines a deux mois en moyenne [15,35,36,40,48].
Au cours de cette période, et bien que la majorité des femelles succombent lors de leur

premicre ponte [6,18,30] ou des pontes suivantes, certaines femelles peuvent accomplir

plusieurs cycles gonotrophiques.
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4) Habitat

Les phlébotomes sont présents dans les zones du globe a climat tempéré a chaud [36,50].

Concernant 1’espéce Phlebotomus perniciosus, elle est trés répandue dans les régions

méditerranéennes, notamment dans le sud de la France. Son abondance est fortement

conditionnée par 1’altitude, ainsi il est quasiment absent au-dessus de quelques centaines de

metres [35,44]. Cette espece est capable de vivre dans des zones rurales, périurbaines ou

urbaines [8,4752]. Cependant, sur un territoire donné, la densité en individus est variable et

dépend :

De facteurs climatiques tels que le vent,la température et de I’humidité
[18,23,30,34,40,52]. En effet, ils sont tres sensibles a la dessiccation et ces paramétres
conditionnent donc les possibilités de survie et de reproduction. IlIs préférent des
zones peu ventées, abritées, humides et peu sensibles aux écarts de température
comme des grottes, des crevasses de rochers, des ¢boulis, des creux d’arbres, des
anfractuosités de vieux murs, des granges, des caves... [8,18,30,32,33,34,40,48]

De facteurs environnementaux [52]. Les stades immatures se nourrissant a partir de
débris organiques, il n’est pas rare de retrouver des phlébotomes a proximité de
fumier ou d’amas d’humus [30,34,40,50]. Par ailleurs, le type de végétation semble
jouer un role et, par exemple, les foréts de type chénaie mixte sont assez riches en
phlébotomes [45].

De facteurs relatifs a la disponibilité d’hotes pour leur repas sanguin [52]. Les
phlébotomes s’installent souvent dans les terriers de rongeurs, les étables, les écuries,
les poulaillers... Cependant, bien que Phlebotomus perniciosus soit volontiers
endophile [15,44], ce type de comportement s’exprime surtout a I’occasion du repas
sanguin et les lieux de piqire semblent différer des lieux de repos, plutot situés hors

des maisons d’habitations ou dans certaines de leurs parties peu fréquentées.

5) Activité

En raison de leurs exigences climatiques, 1’activité des phlébotomes est centrée sur la

période estivale en France [44,45]. La survie hivernale est assurée par les stades larvaires en

diapause.

17



Cette activité est crépusculaire ou nocturne [15,18,32,33,40,45,50] : les phlébotomes,
males comme femelles, commencent a s’agiter a la tombée du jour a condition que la
température reste suffisamment élevée (19-20°C en moyenne) et qu’il n’y ait pas de vent
(limite : 1-1,5m/s) [15,27,33,35,36]. Cependant, si le temps est nuageux et orageux, il est
possible de les observer en journée [40]. Par ailleurs, certaines especes dont Phlebotomus

perniciosus sont attirées par la lumicre artificielle, plutot de faible intensité [18].

Le vol des phlébotomes est caractéristique : il s’agit d’un vol silencieux par petits bonds
adriens de 1,50 a 2m, interrompu par de bréves périodes de repos [18,30,34,35,40,48]. Des
études suggerent que la vitesse maximale de ce vol soit 1égerement inférieure a 1m/s [31].
L’altitude de vol est peu élevée : les phlébotomes ont tendance a voler horizontalement pres
du sol en zone dégagée [30,34,36]. La portée du vol est faible et les différents auteurs
s’accordent a dire qu’elle est de quelques centaines de metres tout au plus a proximité des
hotes, des gites de repos et de ponte [18,30,33,35,36,40,48,50], bien qu’il ait déja été observé
a titre exceptionnel une distance parcourue d’un peu plus de deux kilometres [30,32,36]. Par
ailleurs, les femelles gorgées seraient moins enclines a parcourir de longues distances [18,30].
Enfin, il apparait que la pluie serait un facteur péjoratif pour le vol, de méme qu’un vent d’une

force supérieure a 1-1,5m/s, tout vol cessant a partir de 4-5m/s [18,33,34,40,48].

6) Reproduction et cycle évolutif

Selon les espéces, I’accouplement a lieu avant, pendant ou aprés le premier repas sanguin,
que ce soit en vol ou a terre [30,32,40]. Il n’est pas rare que d’autres accouplements aient lieu

lors de nouveaux cycles gonotrophiques [18,35].

La maturation des ceufs se produit en méme temps que la digestion du sang. L.’oviposition
est déterminée par des facteurs climatiques et environnementaux [22]. Au bout de 4 a 10
jours, les ceufs sont pondus un a un, non agglomérés, par lots de quelques dizaines dans ou a
proximité des lieux de repos au niveau de milieux humides mais non aqueux de type humus,
fumier, terrier, sol a la base des arbres, creux d’arbres, anfractuosités de murs...
[21,32,33,34,35,48]. Ces lieux offrent une température relativement constante, une protection

contre la dessiccation et une proximité avec de la matiere organique en décomposition.
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Les ceufs éclosent au bout de 10 jours en moyenne, la durée de I’embryogenese étant
fonction de la température [32,34,35,40,48]. Cependant, au sein d’un méme lot, des ceufs
peuvent éclore plus tardivement avec jusqu’a plus de 30 jours de décalage. Enfin, les ceufs
peuvent €tre diapausiques dans des régions subissant une longue saison chaude ou seche.

Les larves, terricoles saprophages et phytophages, sont vermiformes et évoluent sur les
lieux de ponte [34,40,48]. Elles passent par quatre stades. Leur développement est dépendant
des conditions climatiques [22,34], principalement de la température, et varie de deux
semaines a 2 mois selon les espéces et la température [32,40]. En régions tempérées, les
larves de type 4 peuvent entrer en diapause pendant la période hivernale
[18,32,33,35,36,40,48]. Quant au stade nymphal, il dure généralement un peu plus d’une
semaine [32,34,35,40].

Le développement total de I’ceuf a 1’adulte prend 20 a 60 jours, en 1’absence de toute

diapause [33,35,40,48].

Les males éclosent 24 a 48h avant les femelles mais ils ne sont sexuellement matures que

12 a 24h apres, suite a une rotation de 180° de leur appareil génital externe [18,32,33,34,40].
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II.  Nutrition des phlébotomes

1) Régime alimentaire

Les phlébotomes, quel que soit leur sexe, se nourrissent de sucs floraux et fruitiers ainsi
que de miellat de pucerons [30,32,33,34,35,40]. Ils peuvent également percer le parenchyme
des feuilles et aspirer la séve [30,40,48]. 1l a ét¢ montré que le fructose est le principal sucre

recherché [35].

En plus de ces jus sucrés, les femelles prennent un a plusieurs repas sanguins par cycle
gonotrophique selon leur espece [6,32,34,36,48]. Cet apport protéique est souvent nécessaire
a la production des ceufs. En effet, les especes autogenes (ovogenese sans repas sanguin) sont
rares et Phlebotomus perniciosus n’en fait pas partie. Les males ne piquent pas mais certains

ont ¢été observés se nourrissant de sang sur des plaies faites par les femelles [48].

Les femelles du genre Phlebotomus sont essentiellement mammophiles. Des analyses de
contenus stomacaux ont montré qu’elles sont notamment capables de se nourrir a partir
d’humains, de chiens, de chevaux, de bovins, d’ovins, de porcs, de rongeurs et méme
d’oiseaux [8,47,50]. Bien qu’elles soient volontiers anthropophiles, le choix de 1’hote dépend
surtout de la présence d’animaux a proximité du lieu d’habitat, la disponibilité de 1’hdte prime
sur une réelle préférence trophique [6,8,40,47]. On parle de comportement opportuniste. De
plus, si une femelle est dérangée au cours de son repas sanguin, elle a la possibilité¢ de le
compléter en repiquant ce méme individu ou un autre hdte, qu’il soit ou non de la méme
espece [18,35]. Cette particularité a ét¢ démontrée grace a la présence de sang provenant de
deux ou trois especes d’hotes différentes dans 1’appareil digestif de mémes femelles

phlébotomes [8,47].
Les zones de piqlires préférentielles sont, chez I’Homme, les parties découvertes du corps
(visage, cou, main, pied) [18,30,33,34,35,48] et, chez les animaux, les zones les moins velues

(museau, oreilles, paupieres) [18,35].

Il est probable que les phlébotomes détectent la présence d’un hote grace a leur odorat

[18,33]. De plus, il semblerait que les femelles non gorgées puissent étre attirées grace a une
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phéromone synthétisée au niveau des palpes des femelles en train de se gorger [33,34]. La
recherche d’hdtes en vue du repas sanguin est stimulée par des conditions adéquates de
température ambiante, d’humidité relative, d’intensité lumineuse et d’agitation de Dair

[30,34,48].

Le repas sanguin se déroule sur quelques minutes et est facilement interrompu [18,27,35].
Selon les auteurs, la durée du repas est comprise entre 30 secondes et 15 minutes, bien qu’une

durée moyenne inférieure a Sminutes soit généralement admise [6,18,35,40].
Enfin, il a été remarqué que la majorité des imagos femelles obtenus en captivité ne

commence a se gorger que 2 a 10 jours apres 1’éclosion, alors qu’un repas sucré est pris dés le

premier jour de vie [18,34,35].

2) Description des piéces buccales

a. Chez la femelle

La trompe du phlébotome, ou proboscis, est formée par un labre, une paire de
mandibules, une paire de maxilles, un hypopharynx et un labium. Cette trompe s’attache
dorsalement au clypeus et ventralement au cibarium. De plus, elle est encadrée par les palpes

maxillaires et les antennes (fig. 2).
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Cibarium

Labium

Palpe maxillaire

J Lacinia

(maxille)

Labre

Ly .

Labelles /| ( U R

Palpe maxillaire

Figure 2 : Morphologie de la téte d’une femelle Phlebotomus papatasi
(a) Téte en vue de face avec ceil gauche en partie supprimé et antenne gauche incompléte

(b) Téte en vue postérieure avec pharynx partiellement visible et palpes maxillaires incomplets

Illustration issue de Medical insects and arachnids, R.P. Lane et R.W. Crosskey, 1993 [33]
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Le clypeus porte le labre-épipharynx qui constitue la Ieévre supérieure et qui est creusé
ventralement d’une gouttiere parsemée de fossettes sensorielles. Au repos, on trouve dans
cette gouttiere labiale (fig. 3) [6,18,33,34,35,48] :

- Les deux mandibules : il s’agit de deux lames larges et pointues en forme de couteau
disposées I'une au-dessous de 1’autre. Leur extrémité distale est crénelée sur le bord
interne. Elles sont recourbées et articulées a la base, formant ainsi un condyle bien
visible sur la capsule céphalique.

- Les deux maxilles : ces lames, plus aigués et plus épaisses que les mandibules, sont
situées de part et d’autre de la goutticre labiale. Leur extrémité est denticulée sur les
deux bords (plus profondément mais plus courtement sur le bord externe).

- L’hypopharynx qui est creus¢ du canal salivaire. Ce canal s’ouvre a son extrémité, par
ailleurs découpée en dents de scie. De nombreuses sensilles sont présentes le long de
I’hypopharynx.

La base ventrale de la gouttiere est formée par le labium, lévre inférieure repliée sur sa face

dorsale et se terminant par deux appendices sensoriels mobiles bi-articulés appelés labelles.

Canal salivaire

Lacinia

Hypopharynx

Mandibule

Canal alimentaire

Figure 3 : Section en zone proximale du proboscis d’une femelle Phlebotomus papatasi

Illustration issue de Medical insects and arachnids, R.P. Lane et R.W. Crosskey, 1993 [33]
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On appelle lacinia la partie a la base des maxilles. C’est cette structure qui assure la
cohésion des mandibules, de I’hypopharynx et du labre ensemble grace a une substance

produite par une petite glande située a sa base [33].

Les palpes labiaux (fig. 4) comportent 5 articles dont les 2 premiers sont soudés. Ils
sont recouverts d’écailles et de courtes soies. Le troisiéme segment, et parfois le second
également, porte de petits poils regroupés en placards et appelés épines sensorielles de

Newstead. Ces zones correspondent a des chémorécepteurs [18,33,35].

Epines sensorielles de
Newstead

Figure 4 : Palpe maxillaire d’une femelle Phlebotomus papatasi

lustration issue de Medical insects and arachnids, R.P. Lane et R.W. Crosskey, 1993 [33]

La cavité buccale ou cibarium est formée par I’accolement de 1’extrémité proximale de
I’épipharynx et de I’hypopharynx. Elle comporte notamment les muscles de la pompe
salivaire et deux séries de dents dont les caractéristiques sont utilisées dans la diagnose des

genres et des especes.
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b. Chez le male

La trompe est de méme configuration que chez la femelle a ’exception que les males
ne possedent pas de mandibules [18,30,34] et que les autres pieces buccales sont plus fines et

plus fragiles que chez la femelle [48].

3) Déroulement du repas sanguin

L’hématophagie pratiquée par les phlébotomes est dite telmophage car ils créent par

lacération dans le derme un micro-hématome dont ils absorbent le contenu.

Lorsqu’une femelle phlébotome se pose sur un hote potentiel, elle repére a I’aide de
ses labelles un endroit favorable pour piquer [35]. Elle peut tester plusieurs zones, voire
méme s’envoler plusieurs fois avant de revenir vers 1’hdte et de trouver le site adéquat ou se
nourrir [18,33,34]. Elle ancre alors ses maxilles dans I’épiderme grace a leurs denticules puis
dilacere la peau et sectionne les capillaires sanguins et lymphatiques grace a un mouvement
de ciseaux de ses mandibules [35,48]. Il se forme ainsi un lac hémo-lymphatique dans lequel
elle injecte sa salive aux propriétés anticoagulantes et vasodilatatrices [28,34] par le biais de
I’hypopharynx. Le sang est aspiré depuis ce petit hématome dans le canal formé par
I’accolement du labre-épipharynx et des mandibules jusque dans le cibarium, avant d’étre
directement dirigé dans I’intestin [35]. Le labium sert de support et de guide a la trompe

pendant le repas mais ne participe ni ne pénetre dans la plaie créée [6].

La profondeur de la piqlire du phlébotome serait d’environ la moitié de la longueur du
proboscis de I’insecte, mesurant lui-méme quelques dixiémes de millimétres (pres de 0,35mm
selon BERGMAN [6] et de 0,15 a 0,57mm d’aprés LANE [33]). Concernant la quantité de
sang ingéré, BERGMAN [6] rapporte un volume inférieur a 0,5uL (soit environ 0,5mg) a
chaque repas, de méme que DOLMATOVA [18] qui parle de 0,4 4 0,5mg.
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4) Composition de la salive

La salive des phlébotomes comporte un ensemble de substances dont la fonction
premiere est d’éviter le phénomeéne d’hémostase au point de piqlre. Certains composants
salivaires ont des propriétés anticoagulantes, anti-agrégeantes et vasodilatatrices pouvant étre
tres importantes [28,48]. Cependant, la plupart de ces molécules sont immunogenes et
induisent la production d’anticorps et/ou de réponses cellulaires pro-inflammatoires, ce qui a
pour résultat une diminution de 1’efficacité de la prise alimentaire [28,48]. De plus, certaines
substances jouent un rdle dans la capacité de 1’arthropode a transmettre des agents pathogenes
en raison de leurs actions sur I’immunité, qu’elles soient immuno-modulatrices ou immuno-

stimulatrices [28,48,51,54].
Ces sécrétions sont produites par deux glandes salivaires situées dans le thorax du
phlébotome. Elles se déversent ensuite dans des conduits salivaires qui se réunissent en un

seul canal excréteur s’ouvrant dans le canal hypopharyngien [28].

La composition exacte de la salive différe selon les especes.
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1. Phlebotomus perniciosus, vecteur d’agents pathogénes

1) Vecteur de leishmanies

a. Définition de la leishmaniose

La leishmaniose est une maladie zoonotique commune a ’Homme et aux canidés. Elle est
due au développement et a la multiplication dans les cellules du systéme des phagocytes
mononucléés de parasites protozoaires du genre Leishmania transmis par la piqlre d’un

phlébotome.

b. Etiologie

Une leishmanie est un parasite intracellulaire du systeme réticuloendothélial des
macrophages et des monocytes circulants. Ce parasite diphasique nécessite deux hotes pour
compléter son cycle évolutif : la forme intracellulaire amastigote évolue chez un hote vertébré

tandis que le phlébotome sera le vecteur biologique de la forme extracellulaire promastigote.

Il existe une spécificité zoologique relativement étroite au niveau du couple leishmanie-
phlébotome. Concernant Phlebotomus perniciosus, il ne peut étre vecteur que de 1’espece

Leishmania infantum.

Les leishmanies sont ingérées par la femelle phlébotome lors d’un repas sanguin sur un
hote infesté. Les formes amastigotes présentes dans les macrophages se retrouvent en effet
dans le lac hémo-lymphatique créé par la lacération des tissus par les picces buccales de
I’insecte [5,15,35,48]. L’ensemble du repas sanguin arrive directement dans 1’intestin ou il se
retrouve entouré d’une membrane chitineuse appelée membrane péritrophique. Au cours de la
digestion, les cellules hotes des leishmanies se rompent. Libres au sein de la membrane
péritrophique, ces dernieres se multiplient activement et deviennent des formes promastigotes
[34]. Au bout de 3 a 4 jours, la membrane péritrophique se déchire a son tour et les parasites
migrent vers I’intestin antérieur [15,29,34,35,48]. Grace a un processus d’attachement a la
paroi de I’intestin, les leishmanies ne sont pas éliminées lors de la défécation [32,34]. Suite a

des différenciations successives et une forte multiplication, de nombreuses formes
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promastigotes métacycliques infestantes sont produites au niveau du pharynx, du cibarium et
du proboscis. Cet événement coincide avec la recherche d’un hote pour un nouveau repas
sanguin par le phlébotome [34]. Les parasites seront inoculés grace a un phénoméne de
régurgitation active dans le derme de cet hote [5,49]. L’hypothese d’un blocage, d’une
interférence avec la prise alimentaire due a la présence massive de parasites dans le pharynx
du phlébotome est la plus probable [5,34]. De plus, en raison de cette géne, le phlébotome
infesté pourra étre amené a piquer plusieurs fois afin avant de parvenir a se gorger
complétement, ce phénomene augmentant le risque de transmission du parasite [5,28,32,49].
Chez le nouvel hote vertébré, les leishmanies vont adhérer aux phagocytes mononucléaires
présents dans le derme de sorte a subir une internalisation rapide afin de devenir des formes
amastigotes protégées dans le phagolysosome [51]. Les macrophages infectés seront ensuite
susceptibles de disséminer vers le nceud lymphatique, la rate, la moelle osseuse et le reste de

I’organisme de 1’hote [50].

Une transmission in utero des leishmanies chez les phlébotomes a été envisagée par S.E.

SHAW et M.J. DAY [51].

c. Epidémiologie

La leishmaniose est une maladie largement répandue : elle est présente en Afrique, au
Moyen-Orient, en Asie, en Amérique Centrale et du Sud ainsi que sur le pourtour
méditerranéen. Elle est considérée comme endémique dans 88 pays. L’Organisation Mondiale
de la Santé estime a 2 millions le nombre de nouveaux cas humains par an avec environ 12

millions d’individus infectés dans le monde.

Seule la leishmaniose a Leishmania infantum est présente en France, avec Phlebotomus
perniciosus et Phlebotomus ariasi comme vecteurs. Toute la frange méditerranéenne est
considérée comme endémique/enzootique avec cing foyers principaux : les Pyrénées-

Orientales, les Cévennes, la Provence, la Cote d’Azur et la Corse [15,19,25,38,43].

Une des missions du Centre National de Référence des Leishmania (CNRL), créé en
1998 et basé¢ a Montpellier, est de surveiller et d’enregistrer tous les cas de leishmaniose
humains détectés en France. Ainsi, il recense chaque année depuis 1999 entre 18 et 35 cas

humains autochtones en France métropolitaine [10].
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Alors que les années 90 se sont singularisées par le début de recrudescence des cas de
leishmaniose en raison de I’apparition de co-infections Leishmania/VIH, la tendance actuelle
est a I’extension géographique de la maladie avec des cas signalés dans des zones auparavant
non endémiques [17]. Des études sur le sujet ont par exemple montré une nette avancée de la
zone d’endémie vers le nord de I’ltalie, jusque la épargné, avec mise en évidence de cas
autochtones et piégeage des vecteurs incriminés [7,24,37,39]. L’existence d’une zone
d’endémie en Allemagne est méme envisagée [41]. L origine de ce phénomene d’extension de
la leishmaniose, tant humaine que canine [19,25,38], tient aux bouleversements
environnementaux, climatiques, économiques et démographiques survenant un peu partout sur
le globe. L’urbanisation, la déforestation, le développement de I’irrigation, I’ intensification du
commerce international, les mouvements de population, le tourisme ou encore le changement
climatique sont autant de facteurs ayant influé sur les interactions entretenues par les
phlébotomes et les leishmanies avec leur milieu [13,17]. Ainsi, 1’apparition de nouveaux
territoires propices a leur survie et le développement d’activités humaines capables de les
transporter passivement sur de longues distances ont contribué a la dispersion des
phlébotomes et de ce fait concouru a 1’établissement d’un cycle autochtone des Leishmania

dans ces régions.

d. Espeéces touchées

La leishmaniose touche habituellement les chiens, les canidés sauvages (renards, loups) et
les hommes. Parmi ces derniers, les jeunes enfants, les patients séropositifs pour le VIH et les
individus sous traitement immunosuppresseur sont les populations les plus a risques : plus de
la moitié des cas affectant des adultes surviennent chez des individus immunodéprimés [46].
Les chats peuvent exceptionnellement étre parasités en zone de forte endémie et présenter des

signes cliniques [9,43,48,51].

Le réservoir de Leishmania infantum est classiquement constitué par les chiens
leishmaniens, qu’ils soient malades ou cliniquement sains [15,51]. Des études dans les régions
méditerranéennes enzootiques ont révélé, d’une part, des séroprévalences canines comprises
entre 10% et 37% [51], ces chiffres pouvant aller jusqu’a pres de 100% dans certaines zones
[2] et, d’autre part, une prévalence de la leishmaniose canine clinique variant entre 2 et 10%
en 1’absence de toute prophylaxie [1,3]. Par ailleurs, il a ét¢ montré que le risque d’infection

est dépendant de la présence de chien(s) porteur(s) dans le voisinage [14,42]. L’homme n’est
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en général pas source de parasite car les leishmanies sont en région profonde, viscérale, a
I’exception des cas d’individus atteints de leishmaniose cutanée et des patients
immunodéprimés chez qui une présence massive de parasites dans le sang est souvent

observable.

e. Symptomes

i.  La leishmaniose humaine

Deux formes cliniques sont décrites lors d’infestation par Leishmania infantum : une

forme viscérale et, plus rarement en Europe occidentale, une forme cutanée.

La forme viscérale est la forme la plus sévere. Elle résulte d’une diffusion dans
I’organisme des parasites a partir du chancre d’inoculation. Il s’agit d’une maladie systémique
chronique a [Dorigine d’épisodes fébriles, d’adénomégalie, d’hépatomégalie, de
splénomégalie, d’atteinte des lignées sanguines, d’abattement et d’amaigrissement progressif
[34,46,48]. La triade « fievre irréguliere — anémie — splénomégalie » est bien décrite lors de
leishmaniose viscérale classique du jeune enfant [46] tandis que la maladie revét un caractere
plus opportuniste chez les individus co-infectés par le VIH [46]. La forme clinique est quasi-
systématiquement fatale sans traitement. Au cours des dix derniéres années, le CNRL a relevé
chaque année entre 14 et 31 cas autochtones de leishmaniose viscérale en France. Sur les 118
cas recensés entre 1999 et 2003, 40 % concernaient des sujets co-infectés par le VIH et 22 %

des enfants de moins de six ans [46].

La forme cutanée se traduit par des 1ésions papuleuses, nodulaires ou ulcératives d’abord
uniques puis extensives localement ou a distance [34,48]. Ces Iésions peuvent étre sujettes a
des surinfections. La maladie est soit auto-limitante, soit elle évolue vers la chronicité [48]. La
forme diffuse est résistante a tout traitement. Une issue fatale est possible et, lors de guérison,
des cicatrices disgracieuses a défigurantes peuvent persister [34]. Entre 1999 et 2009, 21 cas
de leishmaniose cutanée autochtone ont été déclarés au CNRL. Il est & noter que la
particularité du foyer des Pyrénées Orientales est précisément 1’existence d’une majorité de

formes cutanées alors que dans les autres foyers francgais la forme viscérale domine [15,43].
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ii.  La leishmaniose canine

Chez le chien, la maladie est générale et protéiforme. Les symptomes peuvent étre
généraux (apathie, perte d’appétit, poly-adénomégalie, splénomégalie, anémie...) et cutanés
(dépilations diffuses, furfure, ulceres...) [25]. Elle aboutit classiquement a une perte d’état
général, une cachexie prononcée et une insuffisance rénale. L’évolution, lente, est
généralement mortelle en 1’absence de mise en place d’un traitement spécifique. Le pronostic

est toujours sombre en raison d’une thérapeutique limitée et de I’aspect de santé publique.

2) Vecteur d’arbovirus

Les phlébotomes peuvent également étre vecteurs de virus du genre Phlebovirus (famille

des Bunyaviridae).

L’espece Phlebotomus perniciosus est un vecteur reconnu du sérotype toscan ou « virus
Toscana » [11,15,16]. 11 s’agit du principal agent d’arbovirose transmis par les phlébotomes
en France et la prévalence de I’infection est élevée sur le pourtour méditerranéen [4,16]. En
relation avec la distribution du vecteur, les cas d’infection par ce virus sont centrés sur la
période estivale [26]. Classiquement, les personnes atteintes développent un syndrome grippal
aigu [16]. Ce syndrome fébrile non Iétal dure généralement 2 a 4 jours. Il est de résolution
spontanément et se caractérise par des céphalées, de la fievre, des malaises, des nausées, des
myalgies et/ou des douleurs rétro-orbitaires ou dorsales [26]. Cependant, des cas de méningite
et de méningo-encéphalites pouvant nécessiter une hospitalisation ont été décrits [4,16,26]. Le
réservoir du virus semble étre le vecteur lui-méme [15,16]. Les phlébotomes s’infectent a

partir d’hotes vertébrés porteurs du virus.

Par ailleurs, le sérotype napolitain ou virus Naples a ¢été isolé chez Phlebotomus
perniciosus en Italie [16], ou il est également suspecté d’étre vecteur du sérotype sicilien [16].
A Tinstar du virus Toscana, ces deux virus sont a 1’origine de syndromes grippaux de
résolution spontanée [16,48]. Ces syndromes sont communément appelés « fievre des trois
jours » ou encore « fievre a papatasi », Phlebotomus papatasi en étant le principal vecteur
connu [48]. IlIs sont fréquents en période estivale autour du bassin méditerranéen [16]. Une

encéphalite est possible avec le sérotype napolitain [48].

31



Enfin, le virus Massilia en France [12] et le virus Arbia en Italie [16] ont été identifiés
chez Phlebotomus perniciosus. Bien qu’appartenant aussi au genre Phlebovirus, leur

importance au regard de la santé publique est méconnue.
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DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE DU REPAS
SANGUIN DE PHLEBOTOMUS PERNICIOSUS

I. Etude des sites préférentiels de gorgement de Phlebotomus

perniciosus chez le chien

1. Objectifs

L’objectif de cette partie est de déterminer s’il existe des sites de piqlres préférentiels sur

le chien pour Phlebotomus perniciosus.

2. Matériels et méthodes

a. Description des locaux d’expérimentation

Les expérimentations de ce travail de thése ont été réalisées au sein du laboratoire
Vecteurs Maladies Vectorielles au service de parasitologie de 1’Ecole Nationale Vétérinaire
de Toulouse.

Les expériences proprement dites ont eu lieu dans une piece spécifiquement dédiée a
ce type d’activité. Ce local est exempt de toute contamination par des insecticides ou des

répulsifs. La température, 1’éclairage et ’humidité y sont controlées.

b. Description des populations étudiées

Origine des spécimens de Phlebotomus perniciosus

Les phlébotomes utilisés proviennent d’un élevage entretenu au sein du laboratoire. Ils
sont issus d’une souche de Phlebotomus perniciosus provenant du Portugal. Les phlébotomes
de cet élevage sont nourris au moyen d’un substrat nutritif glucosé ad libitum et, hors

expérimentations, les femelles effectuent un repas sanguin sur lapin en vue de leur
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reproduction. L’élevage est maintenu a une température proche de 20°C et dans des
conditions d’humidité proche de 80%.
Les phlébotomes utilisés lors des expérimentations sont des femelles adultes agées

d’au minimum cing jours.

Origine des chiens

Les chiens utilisés font tous partie du chenil du laboratoire. De race Beagle, ils sont
issus d’élevages de laboratoire agréés. Le choix des individus tient compte de leur age et de

leur état de santé. Ils sont indemnes de tout insecticide ou répulsif.

c. Protocole expérimental

L’ambiance de la salle d’expérimentation est réglée sur une température de 27°C et une

hygrométrie d’environ 55%. Les manipulations se déroulent dans la pénombre.

Le dispositif expérimental consiste en un filet rectangulaire (L 80cm x H 50cm x P 50cm)
a mailles tres fines fixé au sein d’un cadre de bois. Des ouvertures sont ménagées sur les cotés
de ce cadre rigide. Le filet est muni de deux manchons :
- un manchon latéral d’une trentaine de centimetres de diamétre permettant de déposer
le chien a I’'intérieur du filet ;
- un manchon d’une quinzaine de centimeétres de diametre face a I’expérimentateur par

ou seront introduits les phlébotomes.

Le chien est anesthési¢ au moyen d’une association de diazépam, de kétamine et de
dexmédétomidine injectée par voie intra-musculaire. Lorsque la narcose et la myorelaxation

obtenues sont correctes, le chien est placé dans le dispositif expérimental en décubitus latéral.

Des phlébotomes sont introduits par petits groupes de 1 a 5 individus dans le filet. Leur
transfert depuis leur cage d’élevage a lieu a I’intérieur d’un tube en verre relié¢ a un tuyau en
plastique dont I’extrémité peut étre branchée sur une pompe aspirante. Un filtre permet

d’isoler le compartiment délimité par la structure en verre du prolongateur plastique.
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L’observation des phlébotomes permet de déterminer leurs sites de gorgement sur le
chien, une femelle phlébotome gorgée étant reconnaissable a son abdomen distendu et rouge.

Ces sites sont ensuite relevés sur une fiche d’observation (fig.5).

Photo 1 : Phlébotomes se gorgeant sur la face interne du pavillon auriculaire du chien

Photo 2 : Phlébotomes se gorgeant sur I’'abdomen d une chienne
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Photos 3 et 4 : Aspect macroscopique d’une femelle Phlebotomus perniciosus non gorgée (a gauche) et de

femelles gorgées (a droite)

Photo 5 : Aspect macroscopique d’une femelle Phlebotomus perniciosus gorgée

lustration issue de Co-circulation of 2 genotypes of Toscana Virus, Southeastern France,

CHARREL R., 2007 [11]
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Thése : GORGEMENT PHLEBOTOMES

Date :

Nombre de phlébotomes étudiés : Nombre de phlébotomes gorgés :
Température :

Humidité :

Heure début observation : Heure fin :

Zones préférentielles de gorgement :

Figure 5 : Fiche d’observation des sites de gorgement des phlébotomes

3. Résultats et interprétation

En raison de la petite taille des phlébotomes, de leur couleur sombre, de zones de pelage
foncées sur le corps des chiens utilisés ainsi que du manque de visibilité¢ di au filet et a la
faible luminosité dans laquelle se déroulent ces manipulations, il est particulierement difficile
de suivre 1’évolution de chaque insecte de facon continue au sein du filet. Cette étude s’est
donc uniquement attachée a renseigner de facon qualitative la localisation des piqlres de

Phlebotomus perniciosus sur les chiens.
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Les observations ont portées sur une centaine de phlébotomes identifiés pendant leur repas

sanguin sur les chiens.

Lorsque les insectes sont introduits dans le filet, ils volent au-dessus du chien et se posent
généralement une a plusieurs fois avant de le piquer et de se gorger. Ces déplacements sont
indépendants de toute perturbation extérieure (absence de mouvement du chien, de courant
d’air...). L’attitude de la femelle phlébotome a chaque endroit ou elle se pose montre qu’elle
« sonde » cette zone, elle ’évalue a 1’aide de ses labelles afin de déterminer s’il s’agit d’un
endroit propice a son gorgement. Par ailleurs, une méme femelle peut se gorger en une ou

plusieurs fois, sur des sites proches ou ¢loignés sur le corps du chien.

Le temps d’exploration de I’environnement avant gorgement n’a pas été calculé en raison
de la difficulté a suivre un méme phlébotome depuis son entrée dans le filet jusqu’a son repas

sanguin comme évoqué précédemment.

Il ressort de I’ensemble de ces observations que les phlébotomes se gorgent
préférentiellement au niveau de :

- La face interne du pavillon auriculaire

- Les bords palpébraux

- La face ventrale de I’abdomen et les mamelles

- La face interne des cuisses

- L’extrémité du fourreau

- Lavulve et la zone péri-vulvaire

- Le pourtour de I’anus.

Bien que ces localisations soient trés largement majoritaires, elles ne sont pas exclusives
et certains phlébotomes ont été¢ vu se gorgeant sur les flancs, les cotés du thorax voire méme

sur la langue du chien.

4. Discussion

Ces observations semblent indiquer une préférence des phlébotomes pour effectuer leur

repas sanguin dans des zones dépilées et a peau fine.
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Cependant, cette hypothese peut étre discutée sur la base des arguments suivants :

- La visualisation délicate des phlébotomes posés au niveau des zones de pelage foncé
du chien peut étre a I’origine d’une sous-évaluation du nombre de phlébotomes gorgés
sur ces zones, et par conséquent d’une surestimation relative du nombre de
phlébotomes gorgés au niveau des zones de pelage claires ou dépilées.

- L’impossibilité d’observer les pérégrinations des phlébotomes dans le filet « par en-
dessus » implique un moins bon suivi de ces derniers car I’expérimentateur doit en
conséquence se déplacer autour du dispositif s’il ne veut pas perdre de vue les insectes
passant « derriere » le chien. Une sous-évaluation du nombre de phlébotomes gorgés
au niveau de la face dorsale du corps du chien (placé en décubitus latéral) est donc

envisageable.

On pourra également se demander lequel des deux caracteres « zone dépilée » ou « peau
fine » a le plus d’influence sur le choix du site de piqlire par les phlébotomes. En effet, ces
deux caractéristiques coincident chez le Beagle pour 1’ensemble des zones suscitées. 1l serait
par exemple intéressant de savoir si un chien de densité pilaire réduite (chien nu,

alopécique...) serait autant piqué sur le dos que I’abdomen.
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11. Etude du temps de gorgement de Phlebotomus perniciosus

1. Objectifs

L’objectif de cette étude est de déterminer la durée moyenne du repas sanguin de
Phlebotomus perniciosus sur lapin.

Le choix de réaliser cette étude sur un lapin plutét que sur un chien est motivé par les
difficultés révélées lors de la phase précédente concernant la détermination des sites de
gorgement. En effet, il y est apparu qu’il est difficile de suivre un phlébotome depuis sa mise
dans le filet contenant le chien jusqu’a son gorgement complet et que 1’observation des
phlébotomes au niveau des zones de pelage foncé du chien est délicate. Or, pour cette étude,
il existe certains pré-requis :

- La certitude que lorsqu’un phlébotome pique le chien qu’il s’agit bien de son premier

repas sanguin et non d’un repas complémentaire ;

- La connaissance précise du nombre de repas sanguins effectués par un méme

phlébotome ;

- L’observation d’un repas sanguin depuis son commencement, vu avec précision.

Ces modalités pratiques ont donc conduit a préférer un lapin a un chien. De plus, seules les

oreilles rasées de ce lapin sont mises au contact des phlébotomes.

2. Matériels et méthodes

a. Description des locaux d’expérimentation

La piece d’expérimentation est la méme que celle utilisée pour observer les sites de

gorgement.

b. Description des populations étudiées

Origine des spécimens de Phlebotomus perniciosus

Les femelles phlébotomes utilisées proviennent du méme élevage que décrit

précédemment. Il s’agit d’adultes 4gés d’au minimum cinq jours.
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Origine du lapin

Le lapin utilisé est un de ceux servant habituellement a entretenir 1’élevage. Il provient
d’un élevage de laboratoire agréé. Il est blanc, indemne de tout insecticide ou répulsif, en

bonne santé et ses oreilles sont rasées.

c. Protocole expérimental

Les conditions d’ambiance de la salle d’expérimentation sont calibrées de sorte a obtenir
une hygrométrie de 60% et a se placer dans la pénombre. Une lampe de type lampe de bureau
éclaire de fagon indirecte le dispositif expérimental. En effet, des essais ont été menés sans
aucune source de lumiere additionnelle mais ils n’ont pas été concluants, la faible luminosité
présente dans la salle ne permettant pas de déterminer avec précision le début et la fin du

repas sanguin des phlébotomes.

Afin d’étudier une éventuelle influence de la température sur le temps de gorgement, la
température de la salle d’expérimentation est modifiée entre deux séries de mesures. Elle est
successivement ajustée sur 23°C, 25°C, 26°C et 29°C, un lot de mesures du temps de

gorgement étant réalisé pour chacune de ces valeurs.

Le dispositif expérimental consiste en :

- Un filet de forme cubique de 17cm de c6té a mailles trés fines fixé sur une armature
métallique de méme forme. Un manchon d’une dizaine de centimétres de diamétre
permet de placer les oreilles du lapin a I'intérieur du filet et également d’y introduire
les phlébotomes.

- Une boite de contention dans laquelle est placé le lapin. Ce dernier reste vigile pendant
I’ensemble des manipulations. L’armature métallique du filet est posée sur la boite de

contention.
Des phlébotomes sont introduits par petits groupes d’environ 5 individus dans le filet.

Leur transfert depuis leur cage d’¢élevage a lieu a I’intérieur d’un tube en verre décrit

précédemment.
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La mesure de la durée du repas sanguin débute lorsqu’un phlébotome insere ses pieces

buccales dans la peau du lapin. L’expérimentateur déclenche alors un chronomeétre qu’il ne

stoppera que lorsque le phlébotome retirera ses picces buccales. Le temps passé au point de

piqlre avant la piqlire proprement dite ou apres sa fin, c’est-a-dire si le phlébotome ne se

déplace pas ou ne s’envole pas immédiatement, n’est pas pris en compte. Enfin, seuls sont

retenus les temps considérés comme se rapportant a un gorgement complet ou principal, ce

qui correspond aux situations suivantes :

Le phlébotome observé n’a effectué qu’un seul repas sanguin pendant son séjour dans
le filet ;
Le phlébotome observé n’a procédé qu’a une seule autre piqlire avant la piqire étudiée

et il est resté moins de 3 secondes sur ce premier site.

Toute autre configuration est éliminée des données recueillies.

3. Résultats et interprétation

Les résultats se présentent sous la forme de lots de durées de temps de gorgement (annexe

B), chaque lot correspondant a une température d’ambiance différente. Les valeurs recueillies

s’essaiment entre 1min38sec et 13min21sec. Apres analyse de chacun de ces lots, un temps

moyen de gorgement est calculé pour chaque température.

Température T (°C) 29 26 25 23
Nombre de mesures 30 14 21 30
Moyenne (minutes) 3,24 3,74 4,09 4,83
Intervalle de confiance (minutes) | [2,54 ; 3,94] | [2,44 ;5,04] | [3,03;5,16] | [3,99 ; 5,67]
Ecart-type (minutes) 1,96 2,48 2,49 2,35

Figure 6 : Mesures du temps de gorgement des femelles phlébotomes en

environnement de température variable et d’humidité fixe (60%)
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Graphique 1 : Temps moyen de gorgement (avec écart-type) des femelles

phlébotomes en fonction de la température de |’ environnement

a. Influence de la température

Pour déterminer si le temps de gorgement differe de fagon significative entre ces
différents lots, on procede a un test de comparaisons multiples de Bonferronni. Cette méthode
statistique conclut a une variation du temps moyen de gorgement en fonction de la
température mais il ne permet pas d’identifier quelle(s) moyenne(s) differe des autres. Une
comparaison des moyennes deux a deux ne montre pas de différence significative entre les
moyennes obtenues pour deux températures « adjacentes » mais elle permet de mettre en
évidence une différence significative entre les deux moyennes les plus extrémes, résultant des

expérimentations a 29°C et 23°C.
Ces observations prouvent I’existence d’une variation du temps de gorgement en fonction
de la température, dans la tranche thermique étudiée. Ce lien n’est cependant démontré que

pour un écart de température d’au minimum 6°C.

b. Temps movyen de gorgement d’une femelle phlébotome dans la tranche thermique

étudiée

Les 95 mesures de temps de gorgement réalisées dans cette étude, avec une température

allant de 23°C a 29°C, conduisent a un temps de gorgement moyen de 4,01 minutes (4min01),
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avec un écart-type de 2,34 minutes (2min20) et un intervalle de confiance a 95% de [3,53 ;

4,48] (soit [3min32 ; 4min29]).

4. Discussion

a. Influence de la température

La littérature ne fournit aucune donnée sur ce sujet précis et, bien que les résultats obtenus
dans cette étude montrent une influence de la température sur le temps de gorgement de
Phlebotomus perniciosus entre 23 et 29°C, une telle affirmation n’est pas généralisable. En
effet, ’amplitude de la tranche thermique étudiée est restreinte a seulement 6°C avec des
séries de données pour quatre températures uniquement. De plus, seule une des comparaisons
deux a deux entre ces 4 moyennes de temps de gorgement a conclu a une différence
significative. Toutefois, on peut raisonnablement supposer que plus 1’écart thermique sera
important, plus le temps moyen de gorgement variera. Cette extrapolation s’appuie a la fois
sur I’allure de la courbe obtenue et sur le fait que seuls les deux temps moyens de gorgement
correspondant aux températures les plus éloignées sont significativement différents. Une
nouvelle étude multipliant le nombre de mesures par température donnée (dans 1’espoir
d’obtenir des écarts-types plus faibles) et concernant une tranche thermique plus large serait

tout a fait intéressante dans cette optique.

b. Temps moven de gorgement d’une femelle phlébotome

Le temps de gorgement moyen d’une femelle de 1’espece Phlebotomus perniciosus entre
23 et 26°C ainsi que la dispersion des valeurs obtenues dans cette étude sont compatibles avec
les données issues de la littérature. En effet, pour toutes especes de phlébotomes confondues,
les auteurs [6,18,35,40] avancent des durées comprises entre 30 secondes et 5 minutes mais
pouvant aller jusqu’a un quart d’heure. Cependant, le temps de gorgement étant susceptible
d’étre fonction de la température du milieu, la signification d’une valeur de temps de

gorgement sans précision de cette température pourrait étre critiquable.
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III. Etude de l’influence du vent sur le comportement hématophage de

Phlebotomus perniciosus

1. Objectifs

L’objectif de cette étude est de déterminer s’il y a inhibition de I’activité de gorgement des
phlébotomes dans un environnement venté et, dans 1’éventualité d’une telle inhibition,

d’essayer de la corréler a la force du vent.

2. Matériels et méthodes

a. Description des locaux d’expérimentation

La piece d’expérimentation est la méme que celle utilisée pour les deux études

précédentes.

b. Description des populations étudiées

Origine des spécimens de Phlebotomus perniciosus

Les femelles phlébotomes utilisées sont identiques a celles des manipulations précédentes.

Origine des chiens

Les chiens proviennent du chenil du laboratoire Vecteurs Maladies Vectorielles du service
de parasitologie de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse. Ils sont de race Beagle et issus
d’élevages de laboratoire agréés. Les chiens choisis sont indemnes de tout insecticide ou

répulsif et leur état de santé est correct.

Empiriquement, il s’avere que certains chiens attirent moins les phlébotomes que d’autres.
Or, un pré-requis a cette ¢tude est une attirance comparable des phlébotomes pour chaque

chien utilisé, afin de s’affranchir au maximum de la variabilité inter-individuelle. Des essais

45



visant a valider les chiens sélectionnés ont donc été conduits. Pour cela, plusieurs chiens ont
¢été testés dans des mémes conditions de température et d’humidité et pour une vitesse de vent
nulle, en suivant le protocole expérimental qui sera utilisé pour 1I’étude proprement dite (cf
infra c.) N’ont été retenus que les chiens présentant des pourcentages de gorgement des
femelles phlébotomes présentes dans leur filet supérieur a 60% apres une heure de mise en
présence. De grandes variabilités inter et intra-individuelle expliquent que ce critére ne soit
pas plus précis. Concrétement, on suppose que les chiens pour lesquels ce pourcentage est

inférieur a 60% ne sont pas assez attractifs pour les phlébotomes.
A TI’issue de ces essais, six chiens, aléatoirement répartis en trois paires d’un male et d’une
femelle, ont été sélectionnés pour cette étude. Chaque paire est restée identique pour

I’ensemble des manipulations.

c. Protocole expérimental

Le dispositif expérimental est semblable a celui décrit pour 1’observation des sites de
gorgement des phlébotomes. Il comprend, par paire de chiens, deux filets rectangulaires fixés

sur un support en bois.

La veille des expérimentations, une centaine de femelles phlébotomes est transférée des
cages d’élevage dans chacun des filets. Une source nutritive glucosée ad [libitum leur est

accessible.

Le jour des expérimentations, la source nutritive est retirée du filet. La température et
I’hygrométrie sont respectivement maintenues a 26°C et 60%. La salle est laissée dans la

pénombre.

Des manipulations sont réalisées pour un courant d’air appliqué de 0.5m/s, 1m/s, 1.5m/s,
2m/s et 2.5m/s. Deux ventilateurs différents sont utilisés au cours de cette étude :

- Un petit ventilateur d’intérieur d’environ 25cm de diameétre permettant d’obtenir des

vitesses de vent de 0.5 et 1m/s. Il est placé a environ 50cm du filet en position bloquée

(pas de rotation autour de son axe vertical).
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- Un gros ventilateur d’une cinquantaine de centimetres de diamétre permettant

d’atteindre des vitesses de 1.5, 2 et 2.5m/s. Il est placé a environ un metre du filet.

Le réglage de la position et de la puissance des ventilateurs est réalis€¢ avant
expérimentation grace a un anémometre. Ce dernier est fixé sur un support vertical, la cellule

de mesure se retrouvant ainsi a la méme hauteur que le corps du chien lors des manipulations.

L’anémometre est placé successivement a 3 endroits : au centre du filet, dans la partie
droite du filet et dans sa partie gauche. Cette précaution permet de régler plus précisément le

ventilateur sur la force de vent souhaitée.

Au sein de chaque paire de chiens est déterminé :

- un «chien témoin » : il reste pendant une heure a I’intérieur d’un filet sans qu’aucun
vent ne lui soit appliqué ;

- un «chien test » : il reste pendant une heure a I’intérieur d’un filet sur lequel le vent

est appliqué.

Les chiens sont anesthésiés grace a une association de diazépam, de kétamine et de
dexmédétomidine injectée par voie intra-musculaire puis sont placés dans les filets, via le

manchon latéral, en décubitus latéral.

Au bout d’une heure, les chiens sont enlevés de leurs filets respectifs en prenant garde a
laisser échapper le moins de phlébotomes possibles au cours de cette manceuvre. Les
phlébotomes sont ensuite récoltés et comptés un a un pour chacun des filets. Le but est de

déterminer combien de femelles sont gorgées et combien ne le sont pas.

On appelle « série de données » I’ensemble des résultats obtenus sur un méme chien pour
une force de vent de 0.5, 1, 1.5, 2 et 2.5m/s. Lorsqu’une telle série est entierement recueillie,
les qualités de « chien témoin » et de « chien test » au sein de la paire sont inversées et une
nouvelle série de données est mesurée. Ainsi, cette étude comprenant trois paires de chiens,

on aboutit a six séries de données.
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3. Résultats et interprétation

a. Séries de données collectées pour chaque chien

Ces séries de données refletent une inhibition du gorgement marquée deés 0,5m/s mais
aucune inhibition compléte n’est atteinte pour les vitesses de vent utilisées. De plus, quelque

soit le chien, I’évolution ne semble pas proportionnelle a la force du vent.
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—&—Male paire A

60%
50%

== Femelle paire A

== Male paire B

40%
30%
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gorgées
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Vitesse du vent (m/s)

Graphique 2 : Pourcentage de femelles phlébotomes gorgées au bout d’une heure au contact d’un chien en

fonction de la force du vent et du chien testé

b. Moyvennes des données recueillies pour chague vitesse de vent

Ces moyennes sont sujettes a des écarts-type relativement importants, a I’exception de la
moyenne des mesures correspondant a une vitesse de 1,5m/s. Cependant, une forte inhibition
de la propension des femelles phlébotomes a se gorger est visible pour toute brise d’au moins
0,5m/s. Le pourcentage moyen de femelles gorgées est inférieur d’au minimum 44% a sa
valeur en I’absence de toute brise. Cette diminution atteint méme 68% pour une brise de

2,5m/s.

L’évolution de ces moyennes de pourcentages de phlébotomes gorgés en fonction du vent

ne suit pas un modele simple (type diminution linéaire, exponentielle...).
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Graphique 3 : Pourcentage moyen (avec écart-type) de femelles phlébotomes gorgées au bout d’une heure au

contact d’un chien en fonction de la force du vent

Afin de déterminer les variations du pourcentage de gorgement imputables au facteur
« animal » (variation inter-individuelle) et celles occasionnées par le facteur « vent», une
analyse de la variance selon ces deux variables est réalisée. Elle révele une influence
significative des facteurs « animal » et « vent » sur les résultats obtenus. Ce test montre donc
que les chiens sélectionnés n’étaient pas exactement « comparables», on ne peut pas
considérer que I’ensemble des mesures de pourcentage de gorgement ont été faites avec un
méme chien fictif. D’autre part, bien que ce test mette en évidence une influence du vent sur
le comportement hématophage des phlébotomes, les résultats obtenus lors de cette étude ne
permettent pas de proposer un modele de variation du pourcentage de femelles phlébotomes

gorgées en fonction du vent.

4. Discussion

Diverses sources font état de 1’influence du vent sur le comportement des phlébotomes
dans la littérature [27,30,31,33,34,35,36,40,48,50,53]. Selon les auteurs, I’importance de
I’inhibition du vol des phlébotomes occasionnée par la présence de vent est variable : pour
certains, le moindre souffle suffit a stopper tout déplacement [40,48,50] ; pour d’autres, le vol
n’est possible que si le vent est faible [30,53]. Des données plus précises sont avancées dans

quelques publications. N. LEGER et J. DEPAQUIT [35] estiment que la vitesse limite du vent
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serait de 1m/s. Au-dessus de cette valeur, aucun phlébotome ne pourrait se déplacer. Pour
R.P. LANE [33], des vitesses de vent supérieures a 1,5m/s inhiberaient le vol mais il faudrait
atteindre 4 a Sm/s pour que cette activité cesse totalement. A.V. DOLMATOVA et N.A.
DEMINA [18] fixent cette limite a 3-4m/s. Enfin, a ’occasion d’une étude visant a
déterminer la vitesse maximale en vol de Phlebotomus ariasi, R. KILLICK-KENDRICK [31]
a montré que cette espece n’est pas capable de se déplacer contre tout vent de face supérieur a

0,75m/s.

L’aptitude a se déplacer, et par conséquent a voler, est indispensable lors de la recherche
d’un hote pour le repas sanguin. Tout effet néfaste sur cette faculté aura donc des
répercussions négatives sur la capacité a découvrir un hote approprié et, par conséquent, sur la
possibilité de se gorger pour les femelles phlébotomes. Une inhibition du taux de gorgement
de ces femelles en présence de vent est donc en accord avec les données de la littérature. Par
ailleurs, on peut s’attendre a ce que I’inhibition observée soit au moins aussi forte que pour le
vol, c’est-a-dire que les valeurs limites de vitesse de vent soient égales voire inférieures a

celles décrites dans la littérature pour I’inhibition du vol.

En accord avec ces considérations, un role significatif du vent sur le taux de femelles de
phlébotomes gorgées en présence d’un chien est mis en évidence dans 1’étude présente. Cette
inhibition se manifeste de facon certaine dés 0,5m/s. Cependant, d’autres observations sont
surprenantes. Contrairement aux affirmations de la plupart des auteurs, aucune inhibition
compléte ne peut étre atteinte avec des vitesses de vent allant jusqu’a 2,5m/s. Seules les
considérations de R.P. LANE [33] et A.V. DOLMATOVA et al. [18] ne s’opposent pas a ce
constat. Certaines suppositions pourraient expliquer cet état de fait. Tout d’abord, les
phlébotomes étant introduits dans le dispositif expérimental avant le chien, lorsque celui-ci est
placé dans le filet, un certain nombre de femelles phlébotomes peuvent se retrouver
« derriere » lui, le corps du chien faisant obstacle au vent dans cette zone. Ainsi on peut
supposer que ces phlébotomes ne subiront pas I’influence inhibitrice du souffle d’air.
Cependant, le nombre de femelles phlébotomes soustraites a 1’action du vent par ce biais reste
certainement faible : empiriquement la grande majorité des phlébotomes introduits dans le
filet expérimental préferent se poser dans la partie haute du filet et une attention particuliere a
¢té portée au cours des expérimentations a éviter que des phlébotomes soient présents derricre
le chien lorsque celui-ci est introduit dans le filet. De plus, les parties du corps du chien

accessibles depuis cette zone s’averent étre des régions peu adéquates aux piqires d’apres
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I’étude sur les sites de gorgement préférentiels, et toute tentative pour voler vers des régions
plus propices soumettra ces phlébotomes a 1’action du ventilateur. Par ailleurs, il pourrait
sembler envisageable qu’au lieu de voler vers le chien certaines femelles phlébotomes se
soient déplacées contre le filet « en marchant » et aient ainsi pu atteindre 1’hdte en dépit du
souffle d’air appliqué au dispositif expérimental. Cependant, cette hypothése est peu
vraisemblable car, d’une part, ce comportement de « marche » ne semble absolument pas
naturel chez les phlébotomes et, d’autre part, aucune manifestation de ce type n’a été
remarquée lors des expérimentations. Ainsi, bien qu’il soit concevable que le nombre de
femelles gorgées lors des expérimentations ait été positivement influencé, par comparaison
avec une expérience qui aurait eu lieu en espace ouvert ou de taille importante, grace a ’'une

ou I’autre de ces deux hypotheses, I’impact de ce biais apparait plutdt faible.

Les résultats de cette étude sont également susceptibles d’avoir subis d’autres sources de
biais. La principale résulte probablement de 1’utilisation de ventilateurs et non de souffleries a
flux laminaire. En effet, un ventilateur domestique génére un déplacement d’air selon un flux
non laminaire, les vecteurs modélisateurs de ce flux ne sont pas identiques en tout point en
aval de I’appareil. Lors des expérimentations, certaines dispositions du protocole
expérimental visaient a minimiser 1’impact de ce phénomeéne comme par exemple la distance
entre le ventilateur et le filet ou encore le calibrage du ventilateur selon trois positions
successives de 1’anémomeétre au sein du filet. Toutefois, il est possible que les femelles
phlébotomes n’aient pas toutes percu le souffle d’air selon un vecteur identique lors d’une
méme expérience et que cet aspect ait eu des répercussions sur les résultats obtenus.

Une seconde source de biais est liée a I’anémometre. Le degré de précision de ce dernier
est tel que, pour un méme réglage du ventilateur et une méme position de ces deux éléments,
la valeur affichée par I’anémometre varie constamment autour d’une certaine moyenne au
cours du temps. Cette variation est d’environ 0,15m/s par rapport a la moyenne, avec des
¢carts allant jusqu’a 0,3m/s (évaluation qualitative basée sur 1’expérience de
I’expérimentateur). Le réglage du ventilateur doit donc se faire sur plusieurs minutes pour
déterminer et ajuster cette moyenne a la valeur souhaitée, et un écart faible a cette valeur ne
pourra pas étre détecté entre deux positions successives de I’anémometre dans le filet ou entre
deux expérimentations a la méme vitesse de vent théorique.

Enfin, une troisieme source de biais peut étre constituée par I’utilisation de femelles
phlébotomes d’age différent. En effet, toutes ces femelles sont choisies de sorte a étre agées

d’au moins 5 jours mais 1’age exact de ces imagos peut ne pas étre identique au sein d’une
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méme expérimentation ou entre deux expérimentations. L’éventuelle influence de ce facteur

n’est pas connue.
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CONCLUSION

Soumis a de profondes transformations environnementales, climatiques, économiques
et démographiques, le milieu de vie de Phlebotomus perniciosus est actuellement en pleine
évolution. De nouveaux territoires répondant aux exigences climatiques et écologiques de
cette espece sont colonisés. Cette dispersion du vecteur biologique qu’est Phlebotomus
perniciosus pour la leishmaniose et certaines arboviroses n’est pas sans conséquence sur ’aire
de répartition méme de ces maladies et on assiste a leur extension géographique dans des
zones jusqu’ici non endémiques. Dans ce contexte, il est probable que la connaissance
approfondie des modalités de transmission de ces agents pathogeénes revétira un intérét majeur

dans la conception de stratégies de lutte adaptées a ces affections a I’importance croissante.

Notre travail s’est focalis€ sur 3 aspects du repas sanguin de Phlebotomus
perniciosus : sa localisation privilégiée sur le chien, sa durée et I’influence du vent sur cette

activité.

L’étude des sites de gorgement sur le chien a montré une préférence, nette bien que
non exclusive, pour les zones dépilées et a peau fine telles que la face interne du pavillon
auriculaire, les bords palpébraux, la face ventrale de I’abdomen et les mamelles, la face
interne des cuisses, I’extrémité du fourreau, le pourtour de I’anus, la vulve et la zone péri-

vulvaire.

La détermination du temps moyen de gorgement de Phlebotomus perniciosus entre
23°C et 26°C a conduit a un résultat de 4min01 avec un écart-type de 2min20, un intervalle de
confiance a 95% de [3min32 ; 4min29], une valeur minimale de 1min38 et une valeur
maximale de 13min21. Cependant, les observations réalisées dans le cadre de ce travail
prouvent [’existence d’une variation du temps de gorgement en fonction de la
température. Une nouvelle étude associant un nombre de mesures de temps de gorgement par
température donnée plus important et une tranche thermique étudiée plus large serait tout a

fait indiquée pour connaitre avec plus de précision cette interaction.

53



Enfin, une influence du vent sur la propension des femelles phlébotomes a se gorger a
été mise en évidence. Dés 0,5m/s de brise, une inhibition marquée du pourcentage moyen de
femelles gorgées au bout d’une heure se manifeste : ce pourcentage chute de 44% en passant
de 79% (IC95 [71%-87%]) en I’absence de vent a 23% (IC95 [15%-31%]) en présence d’une
brise de 0,5m/s. Cette inhibition reste forte pour des vitesses de vent allant jusqu’a 2,5m/s
bien qu’une absence totale de gorgement ne puisse étre atteinte. Tout en prenant garde aux
sources de biais éventuelles citées dans notre étude (flux d’air non laminaire, dge des
imagos...), il serait intéressant de réaliser de nouvelles observations avec des vitesses de vent
supérieures a 2,5m/s afin de déterminer s’il existe une vitesse au-dessus de laquelle aucun
phlébotome ne se gorge. D’autre part, aucune modélisation de I’influence du vent sur le
pourcentage de femelles gorgées n’a pu étre proposée suite a nos expérimentations. Une autre
¢tude multipliant le nombre de mesures par vitesse de vent donnée et utilisant une source de
vent a flux laminaire pourrait étre envisagée afin de s’assurer de I’allure erratique de cette
interaction.

La confirmation d’une inhibition des piqlres de Phlebotomus perniciosus en présence
d’une brise méme légere peut, par exemple, étre mise a profit en utilisant un ventilateur
domestique comme moyen de diminuer le risque de transmission de pathogenes par les
phlébotomes. Cette protection, bien que partielle, serait d’autant plus facile a mettre en place
que P’activité du phlébotome est centrée sur la période estivale. On peut cependant se poser la
question de la tolérance par le chien d’un tel dispositif. Il semble raisonnable de penser que
son usage serait plutot réserver a protéger les zones exposées, comme le visage et le cou, chez

les hommes vivant en zones d’endémie.
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ANNEXE A

Etude des sites préférentiels de gorgement sur le chien de Phlebotomus perniciosus

Thése : GORGEMENT PHLEBOTOMES
Date: +9/54 72009

Nombre de phlébotomes étudiés : 3O Nombre de phiébotomes gorgés :
Température: 2 ¥ <
Humidité: S5 /
Heure début observation: 5"4O Heurefin: 1"
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Thése : GORGEMENT PHLEBOTOMES

Date: =</ 44 /zong

Nombre de phlébotomes étudiés : &7 from clles  Nombre de phlébotomes gorgés : 4

Température: ZF <
Humidité: 55/
Heure début observation: 4a'.Ly Heure fin: L0 44

p
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Thése : GORGEMENT PHLEBOTOMES

Date: 2-+/44/09Q

Nombre de phlébotomes étudiés :
Température: z37 <.
Humidité: S5 /

Heure début observation: s+o''os

Zones préférenticlles de gorgement :

Nombre de phlébotomes gorgés :

Heurefin: 44"0&
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Etude du temps de gorgement de Phlebotomus perniciosus

ANNEXE B

Température d’ambiance 23°C 25°C 26°C 29°C
3°54” 4°35” 2’15 2’46
3°52” 221 1°48”’ 3’46
3°09” 4°01” 11°00”° 2’27
2’18 5’18 5’46’ 5°48”
7°39” 6’28’ 2°32” 1’56
7’07 4’12 1°53” 2’30
5’57 2°55” 3’107 1’56
3’07 2°54” 4°28” 3’07
3’197 4°54” 5’50 3°33”
3°02” 3’107 3°29” 2°59”
4°20”’ 3’02 2’45 5’28
4’17 314> 2’12 223>
5°53” 3’56 3°21” 5’06’
5°33” 2°04>° 1°53” 2’48’
Mesures du temps de 8’03’ 1’38 2’56
gorgement 3°22” 3748’ 3’37
6’45 6’13 1’57
4’31 2’12 2’13
8’29 3’14 2°00”’
223> 13°21” 2’56
5°02” 2°25” 1’59
10°15” 1°49”°
4°55” 1’39
10°26”’ 2’41
4°25” 2’16
2°06”’ 3°27”
1’56 3°06”
3°33” 12°05”
2’14 2°59”
3°04” 3°05”
Nombre de mesures 30 21 14 30
Moyenne arithmétique 4’50 4°05” 3°44> 3’157
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ANNEXE C

Etude du ’influence du vent sur le comportement hématophage de Phlebotomus

perniciosus

Paire A :

chien témoin

Vitesse du vent (m/s) 0 0,5 1 1,5 2 2,5
Température (°C) 27 27 27 29 27 28
Humidité (%) 60 60 58 62 62 65
CHIEN TESTE : méale A
Nombre de femelles gorgées 75 19 38 11 6 8
Nombre de fe’melles non 1 29 60 70 94 73
gorgées
Nombre de males 1 19 3 1 7 12
R . ,
o phicbotomes gorgées sur | a0, | yo0. | 3904 | 14% | 6% | 9%
chien testé
CHIEN TEMOIN : femelle A
Nombre de femelles gorgées 81 51 93 89 73 71
Nombre de fe’melles non 17 47 15 3 27 9
gorgées
Nombre de males 5 11 3 4 11 6
R . ,
% phlébotomes gorgées sur 3% 5294 6% | 92% 73% 299%

71



Paire A :

Vitesse du vent 0 0.5 1 1.5 ) 2.5
(m/s)
Température 27 30 26 26 27 27
Humidité 60 63 56 55 57 60
CHIEN TESTE : femelle A
Nombre de’ 31 40 65 18 29 24
femelles gorgées
Nombre de
femelles non 17 81 49 75 71 74
gorgées
Nombre de males 5 12 12 17 17 13
% phlébotomes
gorgées sur chien 83% 33% 57% 19% 29% 24%
testé
CHIEN TEMOIN : male A
Nombre de 75 104 89 72 76 73
femelles gorgées
Nombre de
femelles non 21 16 20 19 38 22
gorgées
Nombre de males 1 11 12 7 36 17
% phlébotomes
gorgées sur chien 78% 87% 82% 79% 67% T7%

témoin




Paire B :

Vitesse du vent (m/s) 0 0,5 1 1,5 2 2.5
Température 27 27 28 29 27 27
Humidité 60 60 60 57 58 58
CHIEN TESTE : male B
Nombre de femelles gorgées 52 7 22 14 6 12
Nombre de femelles non gorgées | 20 101 80 79 87 100
Nombre de males 3 16 11 2 4 5
% phlébotome:ei)érgées sur chien 799 6% 22% 15% 6% 1%
CHIEN TEMOIN : femelle B
Nombre de femelles gorgées 77 103 102 92 86 81
Nombre de femelles non gorgées 5 13 3 16 23 14
Nombre de males 4 13 2 3 11 95
% phlébotomes gorgées sur chien 94% | 89% | 979 | s5% | 79% | 5%

témoin
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Paire B :

Vitesse du vent (m/s) 0 0,5 1 1,5 2 2.5
Température 27 28 29 26 25 26
Humidité 60 62 55 55 58 57
CHIEN TESTE : femelle B
Nombre de femelles gorgées 77 33 40 15 26 8
Nombre de femelles non gorgées 5 79 62 88 82 88
Nombre de males 4 31 5 5 24 36
% phlébotome:ei)érgées sur chien 94% | 29% | 39% 15% | 249% 89
CHIEN TEMOIN : méale B
Nombre de femelles gorgées 52 103 87 56 63 68
Nombre de femelles non gorgées | 20 18 24 37 42 29
Nombre de males 3 12 20 7 24 12
% phlébotomes gorgées sur chien 729% | 85% | 78% | 60% | 60% | 70%

témoin
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Paire C :

Vitesse du vent (m/s) 0 0,5 1 1,5 2 2.5
Température 27 30 25 26 26 25
Humidité 62 53 62 59 60 52

CHIEN TESTE : méale C

Nombre de femelles gorgées 61 18 19 10 43 6

Nombre de femelles non gorgées 35 50 49 84 82 98

Nombre de males 0 7 5 3 1 21

% phlébotomes gorgées sur chien

, 64% 26% 28% 11% 34% 6%
teste

CHIEN TEMOIN : femelle C

Nombre de femelles gorgées 85 59 76 60 93 58

Nombre de femelles non gorgées 15 18 19 15 28 52

Nombre de méles 2 2 5 0 3 41

% phlébotomes gorgées sur chien

, o 85% 77% 80% 80% 77% 53%
temoin




Paire C :

Vitesse du vent (m/s) 0 0,5 1 1,5 2 2.5
Température 27 27 27 27 28 27
Humidité 62 60 59 62 61 64
CHIEN TESTE : femelle C
Nombre de femelles gorgées 85 27 16 7 3 6
Nombre de femelles non gorgées 15 88 49 56 61 60
Nombre de males 2 28 7 2 5 4
% phlébotome:ei)érgées sur chien 85% | 239% | 25% 1% 50, 9%
CHIEN TEMOIN : male C
Nombre de femelles gorgées 61 73 32 56 47 41
Nombre de femelles non gorgées 35 33 32 12 14 17
Nombre de males 0 49 5 5 3 5
% phlébotome§ go.rgées sur chien 64% | 69% | s0% | 2% | 77% | 71%
temoin
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Analyse des résultats

Vitesse du vent (m/s) 0 0,5 1 1,5 2 2,5
Moyennes de gorgement 79% 23% 35% 14% 17% 11%
Ecart-type 11% 10% 13% 3% 13% 6%
ICos0, [71%-87%] | [15%-31%] | [25%-45%] | [12%-16%] | [8%-28%] | [5%-17%]

Analyse de variance : deux facteurs sans répétition d’expérience

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Male paire A 78% 18% 39% 14% 6% 9%
Femelle paire A 83% 33% 57% 19% 29% 24%
Male paire B 72% 6% 22% 15% 6% 11%
Femelle paire B 94% 29% 39% 15% 24% 8%
Male paire C 64% 26% 28% 11% 34% 6%
Femelle paire C 85% 23% 25% 11% 5% 9%
RAPPORT DETAILLE Nombre d'échantillons Somme Moyenne Variance
Ligne 1: méle A 6 1,64 0,273333333 0,075186667
Ligne 2: femelle A 6 2,45 0,408333333 0,060016667
Ligne 3: male B 6 1,32 0,22 0,06364
Ligne 4: femelle B 6 2,09 0,348333333 0,095656667
Ligne 5: male C 6 1,69 0,281666667 0,042176667
Ligne 6: femelle C 6 1,58 0,263333333 0,088906667
Colonne 1: Om/s 6 4,76 0,793333333 0,011026667
Colonne 2: 0,5m/s 6 1,35 0,225 0,00915
Colonne 3: 1m/s 6 2,1 0,35 0,01668
Colonne 4: 1,5m/s 6 0,85 0,141666667 0,000896667
Colonne 5: 2m/s 6 1,04 0,173333333 0,017346667
Colonne 6: 2,5m/s 6 0,67 0,111666667 0,004216667
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Source des
variations

Somme des
carrés

Degré Movenne des Valeur
de yene F Probabilitée  critique pour
. , carrés

liberté F

Lignes ("animal")
Colonnes ("vent")
Erreur

Total

0,137158333
1,968491667
0,159425

2,265075

5 0,027431667 4,301656996 0,00583503
5 0,393698333 61,73723276 2,9467E-13
25 0,006377

2,602987402
2,602987402

35
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