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RESUME

Contexte : Les recherches récentes ont montré que les traitements biolarvicides peuvent étre
un outil efficace pour la lutte anti-vectorielle intégrée contre le paludisme. Pourtant, I'adoption
de cette intervention est entravée par une nécessité d’application fréquente et les colts qui en
découlent. D’autre part, les concentrations sub-létales de biolarvicides pourraient avoir des
conséquences sur la compétence et la capacité vectorielle des moustiques et varier en fonction
de la disponibilité alimentaire chez les larves. Dans cette étude, l'effet de Bacillus
thuringiensis var. israelensis (VectoBac®WG 3 000 UIT/mg) sur la compétence et la capacité
vectorielle d’Anopheles gambiae s.s.,un des principaux vecteurs du paludisme en Afrique sub-

saharienne, a été évalué au laboratoire.

Méthode :Des bio-essais ont été mis en ceuvre pour déterminer les concentrations létales de
Bti chez les larves ayant regues soit une alimentation faible soit une alimentation élevée. Par
la suite, les moustiques ont été élevés en divisant les larves en quatre groupes
expérimentaux recevant quatre types de traitement: une alimentation élevée, une alimentation
élevée et du larvicide a une concentration sub-létale, une alimentation faible, ou une
alimentation faible et du larvicide a une concentration sub-Iétale. L expérience a été répétée
quatre fois. Une cohorte d'adultes issus de chaque groupe expérimental a regu soit du sang
infecté par Plasmodium falciparum soit du sang avec des parasites inactivés(controle) afin
d’évaluer plusieurs caractéristiques biologiques (longévité, taille des individus, prévalence et
intensité de I’infection) permettant d’estimer les effets d’un stress dii & I’exposition & un

larvicide et & un stress alimentaire sur la compétence et la capacité vectorielle d’An. gambiae.

Résultats : Une corrélation positive entre la quantité d’aliment regu par les larves et les
concentrations létales de Bti a été observée. La taille des adultes a augmenté tandis que le
temps de développement larvaire a diminué avec la quantité d’aliment. La faible alimentation
des larves de méme que I’exposition des adultes au parasite du paludisme a augmenté la
longévité des adultes, tandis que I’exposition au larvicide a diminué leur longévité. La
présence de microsporidies a diminué la prévalence de I’infection. Les conditions de stress
unique ou doublement stressantes(exposition au larvicide et faible alimentation)ont conduit a

une augmentation de la prévalence de I’infection.

Conclusion :Notre étude a montré que le stress alimentaire et ’exposition a des doses sub-
létales de Bti au cours du développement larvaire peuvent augmenter respectivement la
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capacité et la compétence vectorielle d’An. gambiae. Ainsi, I'utilisation de VectoBac® dans la
lutte anti-vectorielle pourrait conduire & une phase d’augmentation de la transmission du

paludisme si les doses sont sub-Iétales ou lors de la diminution d’efficacité du produit au

cours du temps.



ABSTRACT

Background: Recent researches have shown that biolarvicides treatments can be an effective
tool for integrated vector control against malaria. However, the adoption of this intervention is
hampered by a need for frequent application and associated costs. On the other hand, sub-
lethal concentrations of biolarvicides could affect the vectorial competence and capacity of
mosquitoes and vary depending on food availability for larvae. In this study, the effect of
Bacillus thuringiensis var. israelensis (WG Vectobac® 3000 ITU / mg) on vector capacity
and competence of Anopheles gambiaes s.s. larvae, one of the main vectors of malaria in sub-

Saharan Africa, has been evaluated in the laboratory.

Methods: Bioassays were used to determine the lethal concentrations of Bfi on mosquito
larvaec when reared on either low-or high-food quantity. Subsequently, mosquitoes larvae
were reared under four types of treatment: high food, high food and larvicide at a sub-lethal
concentration, low food, or low food and larvicide at a sub-lethal concentration. The
experiment was repeated four times. An adult cohort from each experimental group received
either Plasmodium falciparum infected blood or the same blood in which parasites have been
inactivated (control group) in order to evaluate several biological characteristics (longevity,
individual size, prevalence and intensity of infection) enabling estimate the effects due to

larvicide exposure and food stress on vector competence and capacity of An. gambiae.

Results: A positive correlation between larval food quantity and Bti lethal concentrations was
observed. Adult size increased while the larval development time decreased with larval food
quantity. The low food quantity as well as adult parasite exposure increased adult longevity,
while larvicide exposure reduced adult longevity. Microsporidia presence decreased infection
prevalence. Single or double stress conditions (larvicide exposure low food quantity)

increased infection prevalence.

Conclusion: Food stress and exposure to sub-lethal doses of Bti during larval development
can increase An. Gambiae vectorial capacity and competence. Using Vectobac® in vector
control could lead to a phase of increased malaria transmission in case doses are sub-lethal or

upon reduction of larvicide efficacy.
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INTRODUCTION

Le paludisme est une cause importante de maladie et de déces chez les personnes
vivant dans de nombreuses régions du monde, surtout en Afrique subsaharienne. Les
moustiquaires imprégnées d'insecticides a longue durée d’action et la pulvérisation
d'insecticides & effet rémanent a lintérieur des habitations réduisent la transmission
paludéenne en ciblant les moustiques adultes vecteurs et sont des composantes essentielles
des programmes de lutte contre le paludisme. Toutefois, I'évolution de la résistance aux
insecticides menace le controle des maladies transmises par les moustiques (Elissa et al.,
1993, Djegbe et al., 2011, Asidi et al., 2012, Namountougou et al., 2012). C’est pourquoi,
dans sa stratégie actuelle de gestion intégrée des vecteurs, la lutte anti-larvaire a récemment
recu une attention renouvelée de la communauté scientifique internationale (Yohannes et al.,
2005, Chen et al., 2006, OMS, 2013).

Les densités de moustiques peuvent étre réduites par la gestion des gites larvaires qui
cible les larves de moustiques qui ont un mode de vie aquatique. Cela peut étre effectué par la
réduction définitive ou temporaire de la disponibilité des habitats larvaires, ou par addition de
larvicide de nature chimique ou biologique aux eaux stagnantes pour tuer les individus (OMS,
2013).

L'utilisation de larvicides bactériens est une forme de gestion des gites larvaires. Cette
méthode de lutte contre le paludisme est moins fréquemment utilisée & cause de la faible
rémanence des biolarvicides et de leurs cofits. Néanmoins, elle est efficace pour diminuer le
nombre de moustique (Tusting et al., 2013). Une nouvelle formulation en granulés
dispersables dans l'eau du larvicide microbien Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti)
nommé VectoBac® WG 3 000 UIT/mg a été montré comme excellente dans la lutte contre les
principaux vecteurs du paludisme dans plusieurs régions du monde (Fillinger et al., 2003,
Fillinger et al., 2006, Majambere et al., 2007, Tiwari et al., 2011, Tusting et al., 2013).
Cependant, la promotion de la lutte anti-vectorielle par ce larvicide bactérien est entravée par
I’étroitesse de sa fenétre d’application (7 a 10 jours) trop courte par rapport aux insecticides
chimiques (OMS, 2013). Dans les habitats ouverts, naturels, le Bt/ a une demi-vie de 7 jours,
et des applications de maniéres plus fréquentes peuvent étre nécessaires (OMS, 2013). La

diminution de la concentration létale de Bti aprés le traitement des gites pourrait étre une



cause de stress pour les larves issues des ceufs déposés aprés les traitements, stress pouvant
avoir des conséquences sur la physiologie et donc la capacité vectorielle de I’adulte.

Les larves de moustiques se développent dans des habitats dont la disponibilité des
ressources alimentaires varie ce qui influence le taux de croissance, la survie, la fécondité et la
taille des moustiques (Lyimo et al.,, 1993, Takken et al.,, 1998). Les stress alimentaires
peuvent avoir une influence sur la transmission vectorielle (Lefévre et al., 2013). Cependant,
il n’existe pas une généralité ferme de I’effet du stress alimentaire chez les larves et les
adultes de moustiques sur la compétence et la capacité vectorielle. Un stress alimentaire au
stade larvaire a diminué la compétence et la capacité vectorielle d’An. gambiae (Takken et al.,
2013). Une faible accumulation des réserves nutritionnelles au stade adulte avant le repas
sanguin infectieux diminua la compétence vectorielle d’An. gambiae (Okech et al., 2004).
Néanmoins, il a été montré qu’un stress alimentaire au stade larvaire entraine une diminution
de la réponse immunitaire de |'dn. gambiae ce qui pourrait augmenter sa compétence
vectorielle (Suwanchaichinda et al., 1998). De méme, une réponse immunitaire efficace de
mélanisation chez Anopheles stephensi nécessitait une alimentation concentré de sucre et de
repas sanguin de I’adulte (Koella et al., 2002). Enfin, une carence nutritionnelle chez les
larves Aedes triseriatus augmente la compétence vectorielle des femelles adulte au virus de la
Crosse (Grimstad et al., 1991).

Aucune étude a ce jour n’a montré I’effet au stade larvaire d’une concentration
résiduelle de Bri sur la compétence et la capacité vectorielle des moustiques & un parasite du
paludisme. C’est pourquoi nous avons examiné dans cette étude de laboratoire 1’effet d’une
concentration stressante de Bti chez des larves soumises a deux régimes alimentaires (élevé et

faible) sur la compétence et la capacité vectorielle d’An. gambiae a P. falciparum.



L.

REVUE DE LA LITTERATURE

1. Le complexe gambiae
Le complexe gambiae compte huit espéces (Coetzee et al., 2013) morphologiquement

identiques ayant chacune une répartition géographique en Afrique suivant des contraintes
climato-écologique. Le complexe gambiae se compose de:

» Anopheles gambiae Giles, 1902

» Anopheles coluzzii Coetzee &Wilkerson, 2013
Anopheles amharicus Hunt, Wilkerson & Coetzee, 2013
Anopheles arabiensis Patton, 1904
Anopheles melas Theobald, 1903
Anopheles merus Doenitz, 1902
Anopheles bwambae White, 1985

V V. V ¥ V V¥V

Anopheles quadriannulatus Theobald, 1911
Anopheles gambiae, vit en sympatrie avec An. arabiensis dans les savanes afro-
tropicales (Diabaté et al., 2004). On note une nette prédominance d’4n. gambiae dans les
zones forestieres et dans les savanes humides tandis qu’4n. arabiensis se retrouve
majoritairement dans les zones sahéliennes et désertiques (Coluzzi, 1993). Les gites larvaires
de prédilection de ces deux especes sont des collections d’eaux douces stagnantes ensoleillées
et peu chargées de mati¢res organiques.

Au Burkina Faso An. gambice et An. coluzzii vivent en sympatrie avec une
prédominance d’An. gambiae a I’Ouest et d’An. coluzzii dans les aménagements hydro-

agricoles du Centre-Est (Dabiré et al., 2009).

1.1. Lamorphologie et développement de I'anophéle

Chez les moustiques du genre Anopheles, comme chez tous les autres moustiques, le
cycle de développement complet comprend quatre stades : I'ceuf, la larve, la nymphe et
l'adulte. Les trois premiers stades de développement (I'ceuf, la larve et la nymphe) sont
aquatiques et le dernier stade (adulte) est aérien. La durée de vie de chaque stade est
conditionnée par des parametres environnementaux tels que la température, I’humidité et la
disponibilité des aliments (Lyimo et al., 1991).
1.1.1. Les ceufs

Les ceufs d'anopheles ont une longueur comprise entre 0,6 a 0,8 mm (Mouchet et al.,

1991a). Ils sont isolés, de couleur sombre et de forme incurvée (Mouchet et al., 1991a). Ils
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sont munis de flotteurs latéraux portant 20 a 30 stries transversales selon les espéces. Ces
flotteurs remplis d'air les maintiennent a la surface de I'eau. L'éclosion, qui intervient 24 a 48

heures aprés la ponte, donne des larves.

1.1.2. Leslarves
Les larves du premier stade ont une taille de I'ordre du millimetre. Elles subissent 3

mues et présentent 4 stades larvaires.
La larve de moustique comprend 3 parties bien différenciées qui sont :

> la téte;

» le thorax;

» l'abdomen.
La larve a la téte prognathe. On distingue au niveau de la téte, entre autres, les yeux, les
antennes et les pieces buccales. Deux paires d'yeux sont observées chez la larve. 1l s'agit :

» des yeux du futur adulte, composés et larges;

» des yeux larvaires, simples et petits.
La téte porte une paire d'antennes non segmentées et pourvues de soies.
Le thorax de la larve est formé de 3 segments qui sont :

» le prothorax;

» le mésothorax;

> le métathorax.
Le thorax est pourvu de nombreux groupes de soies dont lI'emplacement et la forme
constituent des critéres de détermination des especes.
L'abdomen des larves d'anopheles est cylindrique et se compose de 9 segments visibles :

» les 7 premiers segments portent des plaques sclérifiées dorsales et des soies palmées
qui sont caractéristiques des anophéles

> le 8°™ segment abdominal comporte 2 orifices respiratoires : les stigmates. L'absence
de siphon respiratoire est une caractéristique des anophéles.

> le 9™ segment abdominal ou segment anal est pourvu d'un certain nombre de soies
de morphologie variable. L'une de ces soies est fortement modifiée pour constituer une brosse
ventrale qui sert au déplacement de la larve.

La croissance chez les larves d'anoph¢le est d'autant plus rapide que la température de
I'eau dans laquelle elles vivent se rapproche de la température optimale pour l'espéce (25 -
30°C). Les larves sont détritivores et se nourrissent par filtration prés de la surface de l'eau

(Mouchet et al., 1991a).



1.1.3. Les gites larvaires
Les gites larvaires des anophéles sont constitués par des collections d'eaux, claires et
ensoleillées. Golvan (1983) a classé les gites larvaires des anophéeles en deux catégories, les

gites naturels et les gites artificiels.

1.1.3.1. Les gites larvaires naturels
Ce sont des réceptacles qui sont remplis d’eaux de fagon naturelle par les pluies ou par les
crues et décrues des cours d'eau. Comme exemples, nous signalerons :

» les creux d'arbres dans lesquels se développent certaines espéces (Anopheles
plumbeusi); les Bromeliaceae, épiphytes qui vivent sur les grands arbres et accumulent ['eau
de pluie a l'aisselle de leurs feuilles, dans ces gites trés réduits vivent les larves d’Anopheles
bellator (Golvan, 1983).

» les flaques d'eau résiduelles lors de la décrue des cours d'eau, les trous des rochers,
les fossés et les petites mares constituent des types de gites préférentiels d’An. gambiae
(Brengues et al., 1968). Anopheles gambiae se développe également dans les marécages a

proximité des cours d'eau.

1.1.3.2. Les gites larvaires créés par I'homme

L’importance épidémiologique des gites larvaires créés par I'hnomme est souvent
grande, car ils entrainent un déséquilibre faunistique soudain en faveur d'une espece (Golvan,
1983). Nous noterons entre autres, les puits d'arrosage des cultures maraichéres. Les
marécages partiellement drainés et utilis€és comme paturage ou terrain de culture, les riziéres
peu apres la mise en eau, les empreintes de roues d'automobiles constituent également des
gites potentiels d’An. gambiae (Brengues et al., 1968).

Les caniveaux aux eaux non encore polluées des quartiers urbains, et les collections
d'eaux sur les chantiers de construction, sont des gites non-négligeables d’anopheles. D'autres
gites artificiels tels les abreuvoirs pour bétail, citernes, puits, pirogues échouées, gouttieres
bouchées, empreintes de pas dans les rives boueuses des rivieres, etc. sont susceptibles de

servir de gites aux anopheles (Golvan, 1983).

1.1.4. Les nymphes
La nymphe nait de la mue du quatriéme stade larvaire. La nymphe comporte deux

parties :



» le céphalothorax, portant 2 trompettes respiratoires. Ces trompettes a extrémités
hydrophobes traversent la surface de I'eau et assurent la respiration aérienne de la nymphe.

» l'abdomen comprenant 8 segments bien visibles. Le 8¢me segment porte une paire
de palettes natatoires. Les nymphes ne se nourrissent pas (Mouchet et al., 1991a). La durée du
stade nymphal a été évaluée & 24h chez les especes du complexe gambiae (Coz, 1973).
Pendant la période nymphale I'insecte subit de profondes transformations morphologiques. En

effet, I’adulte est préformé a la fin de ce stade (Mouchet et al., 1991a).

1.1.5. Les imagos ou adultes
Le moustique adulte a un corps allongé, de 5 & 20 millimétres de long (Rodhain,

1985). Le corps comporte trois parties : la téte, le thorax, I'abdomen.

o La téte

Elle comprend deux yeux composés, de nombreuses ommatidies s'étendant sur les
faces latérales, mais aussi sur une grande partie de la face dorsale et sur la face ventrale. Entre
les yeux s'insérent deux antennes constituées de 15 articles chez les males, 16 chez les
femelles. Chez les maéles, elles portent de longs et nombreux verticilles de soies (antennes
plumeuses). Chez les femelles, les soies sont plus courtes et nettement moins nombreuses
(antennes glabres). En dessous des antennes et de part et d'autre du proboscis se situent deux
palpes maxillaires penta-articulés. Les palpes maxillaires sont longs, dilatés ou non a leur
extrémité, suivant le genre et le sexe. Les six piéces buccales, transformées en stylets
vulnérants, se disposent dans une gouttiere formée par le labium pour constituer la trompe

vulnérante. Le labium présente & son extrémité deux languettes mobiles appelées labelles.

e Le thorax

II est globuleux, composé de trois segments soudés : prothorax, mésothorax et
métathorax, dont chacun présente une partie dorsale (tergite) et une partie ventrale (sternite),
et des pieces latérales (pleurites). Sur chacun de ces segments s'insére une paire de pattes et
une paire de stigmates. Les pattes comprennent du corps vers l'extrémité : la hanche, le
trochanter, le fémur, le tibia et un tarse subdivisé en cinq parties dont le dernier segment porte
deux griffes, un empodium et deux pulvilles. Le mésothorax, trés développé, porte en plus
une paire d'ailes et un prolongement appelé scutellum. Les ailes comportent trois parties :
l'alula et la frange alaire de petites tailles et I'aile proprement dite plus étendue. La membrane

de laile, transparente, est soutenue par des nervures longitudinales et transversales qui



délimitent des cellules. En outre, ces nervures portent des écailles et le bord postérieur de
l'aile est orné d'une frange d'écailles. Des écailles de formes, de couleurs et de dispositions
variées, couvrent également les segments thoraciques et les pattes. Le métathorax porte une

paire de stigmates et une paire de balanciers (ou haltéres).

e L'abdomen

[l posséde dix segments, dont huit visibles. Chacun d'eux présente également un tergite
et un sternite reliés par les pleurites. Ces segments sont ornés de soies et d'écailles de couleur
et de disposition variées. Le dixiéme segment porte le génitalia pour le male (phallosome) et

les cerques pour les femelles.

2. Roéle des An. gambiae dans la transmission du paludisme

2.1. Cycle de développement

Le paludisme est une parasitose due a un hématozoaire du genre Plasmodium.
Lariviere (1987) résume le cycle des plasmodies comme suit : au cours de leur cycle
biologique, les plasmodies changent constamment de taille et de morphologie ainsi que
d'habitat. Chez I'homme s'effectuent les multiplications asexuées (schizogonies), dans les
cellules parenchymateuses du foie d'abord (schizogonie exo-érythrocytaire ou stade tissulaire
du parasite), puis & l'intérieur des globules rouges (schizogonie endo-érythrocytaire). Chez
’anophéle se déroule le développement sporogonique ou sexué (Figure 1).

La transmission réussie des parasites du paludisme entre les humains nécessite une
série de transformations complexes de développement a Il'intérieur du moustique vecteur. En
effet, lors de la prise d'un repas de sang sur un homme infecté, I'anophele ingére différents
stades érythrocytaires du parasite (corps en rosaces, schizontes, gamétocytes). Dans I'estomac
du moustique, les éléments asexués sont digérés. Le gamétocyte femelle s'arrondit et donne
un unique gamete femelle, le gamétocyte male se divise en quatre gamétes males mobiles, de
forme filamentaire. La fécondation du gamete femelle par le gaméte male (12) donne un
zygote (13) mobile, l'ookinéte, qui est le seul stade diploide du cycle. Aprés la division
méiotique, 'ookineéte (14) traverse la paroi stomacale de I'anophéle, se fixe sous la paroi
épithéliale et donne l'oocyste (15, 16) dans lequel s'individualisent les sporozoites. Une fois
libérés dans I'hémolymphe apres éclatement de l'oocyste (17), les sporozoites gagnent les

glandes salivaires (18) : la femelle est alors infectante et épidémiologiquement dangereuse.



Les sporozoites seront transmis & I'nomme lors d'un nouveau repas de sang du moustique. La
femelle infestée injecte généralement une quantité inférieure & 1% de la charge sporozoitaire

localisée dans ses glandes salivaires dans le sang de son hote (Beier et al., 1992).
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Figure 1 : Développement sporogonique (Source: http : // ebischoff. free. fr / Palu2.
html).

2.2. Définition de la capacité et de la compétence vectorielle
2.2.1. Compétence vectorielle

La compétence vectorielle d’4n. gambiae est son aptitude a supporter le
développement et a assurer la transmission de P. falciparum. Le développement
sporogonique, partie du cycle de vie du parasite se déroulant dans le moustique, est constitué
de plusieurs étapes critiques. En effet il y a une réduction massive du nombre de parasites au
cours du développement sporogonique. Les anophéles compétents pour Plasmodium
permettent le bon déroulement de chaque stade de développement de ce parasite :

> la fusion de gametes;

» la formation des oocystes;

» linvasion des glandes salivaires;
» la transmission des sporozoites.

La compétence vectorielle est une estimation combinée du potentiel infectieux du
parasite et de la susceptibilité des vecteurs. 1l englobe donc deux mécanismes de résistance :
un utilisé par 'héte pour lutter contre l'infection et |’autre par les parasites pour surmonter les
défenses de I'hote. Le degré de compétence vectorielle pour le paludisme varie
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considérablement entre les différentes espeéces de moustiques, et méme entre les individus
d’une méme espéce ou d’une méme souche. La compétence vectorielle peut étre mesurée en
laboratoire en utilisant un certain nombre d'essais expérimentaux d'alimentation. Les
moustiques peuvent étre exposés a un repas de sang sur un hote vertébré infecté de parasites
de gamétocytémie donné ou a travers une membrane contenant soit des parasites cultivés soit
du sang provenant de patients infectés naturellement. Chacune de ces approches mesure les
traits liés & une infection, qui caractérisent le succes ou I'échec de linfection et par
conséquent, la compétence vectorielle.

Ces traits sont :

» la prévalence du parasite.

Il s'agit de la proportion de moustiques vecteurs du paludisme exposés au parasite et
abritant au moins un oocyste dans leur estomac(prévalence des oocystes) ou un sporozoite
dans leur glande salivaire (prévalence de sporozoites). Une faible prévalence est la preuve
d’une élévation de I'immunité augmentant la résistance a la mise en place du parasite dans les
moustiques et / ou d’un faible potentiel infectieux du parasite.

> I’intensité parasitaire.

C'est le nombre d'oocystes dans I’estomac, ou le nombre de sporozoites dans les glandes
salivaires, des moustiques infectés. Un faible nombre d’oocystes par estomac serait di soit &
des facteurs inhibant le développement sporogonique soit & I’incapacité du parasite & se
développer.

2.2.2. La capacité vectorielle
La capacité vectorielle d’An. gambiae est son aptitude a transmettre le Plasmodium en
un lieu donné & une période donné. Elle dépend en général de :

> la longévité du vecteur dans cet environnement;

> la densité de la population vectorielle;

> la préférence trophique;

» l’efficacité de la transmission.

La capacité vectorielle peut se calculer en estimant le nombre d’inoculations attendu
par jour a partir d’un cas humain infecté en contact avec une population anophélienne. C'est
un paramétre qui permet d'évaluer la transmission homme/anophéle et d'estimer I'impact d'une
action de lutte anti-vectorielle. Afin d’améliorer la compréhension et le contrdle des maladies
vectorielles, un modéle mathématique a été développé par Garrett-Jones (1964) pour calculer
la capacité vectorielle.

CV = ma’p"/-Inp



CV = capacité vectorielle

a =proportion de moustique qui s’alimente sur ’homme,
p2= age épidémiologique dangereux,

ma = agressivite,

p= taux quotidien de survie,

n = durée du cycle sporogonique,

1/-Inp = espérance de vie,

p"/-Inp =t I'espérance de vie infectante.

L’espérance de vie infectante est un paramétre permettant de prévoir, dans une
population d’anophéle donnée, la proportion d'individus qui, aprés un repas de sang infectant,
vivra suffisamment longtemps pour transmettre le parasite. Cet indice est le plus important
paramétre de la transmission du paludisme, c’est pourquoi sa diminution est l'objectif visé

par les campagnes de lutte anti-vectorielle.

3. Outils et méthodes disponibles pour la lutte contre les anophéles
La lutte anti-larvaire, la lutte contre les adultes, la protection individuelle et / ou
collective sont les trois types de méthodes dont on dispose actuellement pour lutter contre les

vecteurs du paludisme (Mouchet et al., 1991b).

3.1. Lutte contre les adultes
Cette stratégie de lutte s’appuie principalement sur deux outils :

» les pulvérisations intra-domiciliaires & 1’aide de pyréthrines comme le DDT
(Mouchet et al., 1991a). Ils constituaient dans les années 50 I'essentiel des mesures de
prévention dans les zones d'endémie palustre (Mouchet et al., 1991b). A cause de son
accumulation dans la chaine alimentaire, le DDT fut interdit dans les années 70 (Mabaso et
al., 2004). Désormais la pulvérisation intra-domiciliaire utilise les organophosphorés et les
pyréthrinoides bien que I’utilisation du DDT soit encore tolérée par I’OMS en traitement
domiciliaire dans certains contextes (Mouchet et al., 1997).

» les moustiquaires imprégnées d’insecticides (MII) apparues au Burkina Faso dans les
années 80 (Camevale et al., 1991). Le concept de cet outil est de réduire au maximum le
contact homme-vecteur en repoussant ou en tuant les moustiques qui tentent de piquer
I’homme. Cependant d’énormes problémes ont rendu difficile la vulgarisation de ces MII,
parmi lesquels nous avons la ré-imprégnation, le colit qui n’est pas trés souvent a la portée des

ménages et la distance a parcourir pour se rendre dans les rares centres d’ imprégnation mis en
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place (Lines, 1996). Afin de pallier a ces problémes, les moustiquaires imprégnées
insecticides (MII) ou Lasting Impregnated Net (LINs) ont vu le jour. Au cours des dix
derniéres années, plus d'un million de vies ont été épargnées grace a la lutte antipaludique
élargie, en particulier grace a l'utilisation des MII et des Pulvérisations Intradomiciliaires
(PID). En Afrique, le taux de mortalité imputable au paludisme a été réduit de 33 % selon les
estimations. Pour préserver ces avancées, des interventions anti-vectorielles essentielles (MII
et PID) doivent étre pérennisées puis intensifiées (OMS, 2013). Néanmoins, I’émergence dans
certaines zones de vecteurs résistant aux insecticides, I’acceptabilité et I’utilisation effective
de ces MII, surtout en milieu rural, limitent leurs efficacités (N'Guessan et al., 2007, Tchinda
et al., 2012, OMS, 2013). Face a cette situation I’OMS recommande une gestion intégrée de la
lutte anti-vectorielle. Dans ce contexte, le programme de gestion des gites larvaires est
recommandé en tant que mesure supplémentaire pour la lutte anti-vectorielle contre le

paludisme (OMS, 2013).

3.2. Lagestion des gites larvaires
Elle fait référence a la gestion ciblée des zones de reproduction des moustiques avec

pour objectif de réduire le nombre de larves et de nymphes de moustiques et donc d’adultes.

3.2.1. Aménagement de I'environnement

La modification de l'environnement par le drainage des eaux, l'asséchement des
marais, pourrait réduire les populations d'anophéles qui ont besoin de points d'eau pour se
reproduire. A ces mesures d'aménagement il faut ajouter certaines mesures d’hygiénes telles
que 1'élimination des récipients péri-domestiques et le nettoyage des réserves d'eau

domestiques (Golvan, 1983).

3.2.2. Les larvicides chimiques
Le Chlorpyrifos, le Pirimiphos méthyl et le Fenthion sont des larvicides chimiques qui
peuvent étre utilisés pour lutter contre les larves de moustique notamment dans les eaux
polluées, mais ils sont toxiques pour la faune non cible. Ce sont tous des organophosphorés.
Le Téméphos (Abate®) en granules est le seul larvicide chimique non-toxique pour la
faune non cible, utilisé pour traiter les gites larvaires d’anophéles. L'Abate® est un composé
organophosphoré qui a donné d'excellents résultats dans la lutte contre les formes pré-

imaginales de divers diptéres hématophages (Quelennec, 1970).
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3.2.3. Lalutte biologique contre les larves

La lutte biologique consiste a utiliser des agents qui sont toxiques, infectieux ou des
prédateurs pour les insectes nuisibles. Depuis longtemps, les poissons larvivores tels que les
genres Gambusia, Lebistes, Tilapia sont utilisés pour lutter contre les larves d'anophéles
(Fletcher et al., 1992). Mais, leur emploi n'est efficace que si ces poissons peuvent vivre dans
les mémes gites que les moustiques (Mouchet et al., 1991b). Des succés ont cependant été
enregistrés dans des puits de Djibouti sur les larves d’An. arabiensis (Louis et al., 1988).

Les bactéries entomopathogenes les plus utilisées pour lutter contre les anophéles sont
Bacillus  thuringiensi set Bacillus sphaericus (Mouchet et al., 1991b). L'effet
entomopathogéne de B. thuringiensissub sp. israelensis est basé sur des protéines toxiques
hautement spécifiques (Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl0Aa, Cryl1Aa, CytlAa, et Cyt2Ba) qui sont
produites au cours de la formation de spores et déposées a l'intérieur du corps parasporal
(Fernandez-Luna et al., 2010). Les cristaux sont produits de maniére concomitante a la
sporulation des bactéries qui est induite par des conditions environnementales ne permettant
plus a ces dernieres de survivre. Lorsqu’il est ingéré par la larve, le cristal se dissout dans le
systtme digestif alcalin ou des enzymes spécifiques activent les toxines bactériennes
(appelées endotoxines-delta) qui perforent dés lors I’épithélium du tube digestif, provoquant
ainsi la mort de la larve (Mouchet et al., 1991a). Une dose de l'ordre de 1.106 spores par
millilitre d'eau tue 100 larves d’An. stephensi en une centaine de minutes (de Barjac, 1978).
La formulation naturelle des cristaux de B. thuringiensis, a une rémanence de moins de 24 h
et des traitements hebdomadaires seraient nécessaires en zone tropicale humide. Le cofit et les
problémes de logistique du traitement excluent donc l'utilisation de cette formulation
(Mouchet et al., 1991b).

Les produits commerciaux a base de Bti d’une rémanence de 7 a 10 jours contiennent
de la toxine sous forme de cristaux, des spores de la bactérie et divers ingrédients dits inertes
ne participant pas a l’action pesticide en tant que telle. Les produits commerciaux se
retrouvent généralement sous quatre formes : poudre, granules, briquettes et liquide. lls sont
appliqués directement en milieu aquatique par voie terrestre (exemple a partir d’un réservoir
portatif sur le dos des applicateurs) ou aérienne (exemple des granules largués par un aéronef)
selon le type de milieu, sa superficie et son accessibilité. Les biopesticides & base de Bti sont
utilisées dans le monde entier pour lutter contre les insectes nuisibles. Son pouvoir larvicide a
¢été démontré sur diverses especes : Aedes aegypti, An. gambiae (de Barjac et al., 1979), An.

stephensi, (de Barjac, 1978), Simulium damnosum s.I. (Guillet et al., 1979).
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4. Présentation de notre étude

D’une part, la fenétre d’efficacité du Bti est courte (7 a 10 jours) & cause de sa
dégradation. Une application fréquente en fait une méthode de lutte anti-vectorielle couteuse,
et difficilement applicable a une concentration optimale continue permettant d’obtenir 100%
de mortalité larvaire. D’autre part, les gites larvaires ont également des conditions
nutritionnelles variées pour les larves. Or, il a été montré que des stress subits a 1’état larvaire
peuvent avoir une répercussion sur la physiologie de I’adulte et plus particuliérement sur sa
capacité & combattre un pathogéne (Grimstad et al., 1991, Takken et al., 2013). Ainsi, de
faibles concentrations de larvicides ainsi que des gites larvaires de qualité nutritionnelle
variables pourraient avoir une influence sur la capacité et la compétence vectorielle des
adultes en émergeant. C’est pourquoi notre étude se propose d’examiner I’effet d’un larvicide
a des concentrations sub-létale et d’un stress nutritionnel sur la compétence et la capacité
vectorielle d’An. gambiae, un des vecteurs principaux du paludisme au Burkina Faso, pour le

parasite du paludisme P. falciparum.
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II. MATERIEL ET METHODES
1. MATERIEL

1.1.Matériel biologique
Le matériel biologique est constitué des ceufs issus d’une souche d’An. gambiae,

maintenue en élevage a I’insectarium de I’IRSS de Bobo-Dioulasso depuis plusieurs

générations.

1.2. Les matériels d'élevage
Les matériels d’élevage se composaient de:

» bacs de 2 litres;

» bacs de 6 litres;

» pipettes;

» Tetramin®, aliment pour les alevins, riche en protéines et en substances minérales.

» les barriques en plastique;

» la toxine de Bacillus thuringiensis (VectoBac®);

» des aspirateurs a bouche;

» Etagéres : construites en bois avec des supports en fer. Elles servent de support aux
bacs en plastique et aux cages destinées a I'élevage des moustiques. Les 4 supports de
I’étagére sont chacun immergé dans un récipient en plastique contenant de l'eau savonneuse,
empéchant ’accés aux fourmis prédatrices de moustiques.

» Cages : de forme cubique de dimensions 30cm*30cm*30cm et de
20cm*20cm*20cm. Ces cages sont faites en fer et recouvertes de moustiquaire non
imprégnée. L'une des faces de la cage possede une ouverture pourvue d'un manchon par
lequel on peut effectuer diverses manipulations. Les différentes cages sont étiquetées.

» L’eau d'élevage: I'eau distillée. Elle est transportée a I’insectarium dans des bidons

de 20 litres.

1.3.Matériel de dissection
Le matériel de dissection se composait de:
» mercurochrome 2%;
» microscopes;
» loupe binoculaire & chambre claire munie d'un oculaire micrométrique;
» Pinces;
» fiches de dissection.
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2. Méthodes
2.1.Elevage des larves

2.1.1. Des ceufs

Les ceufs ont été mis en eau 48 heures dans des bacs en plastique contenant 1 litre

d'eau distillée.

2.1.2. Méthodologie d’alimentation

L’insectarium se compose d’une piéce pour I’élevage des différents stades pré-
imaginaux et ’élevage des anophe¢les adultes, et de deux petites pieces annexes dont une pour
le repas sanguin et ’autre pour la dissection. Les larves sont élevées dans des conditions
contrdlées. Un climatiseur maintient la température a 28 + 2°C. Un hygrométre permet de
mesurer I’humidité relative, elle est maintenue a 80 + 10% a ’aide d’humidificateurs. Pour la
photopériode, un éclairage au néon fonctionne de 6h00 a 18h 00.

Les larves de premier stade ont été placées dans des bacs blancs en plastique aux
dimensions de 300*205*65 mm contenant | litre d'eau de source et 300 larves / bac. Les
larves sont nourries avec du Tetramin®. Deux lots d’élevage ont été réalisés selon la quantité
d’aliments regue par les larves (tableau 1). Les larves ont été nourries quotidiennement
suivant le nombre, le stade larvaire et le régime alimentaire du lot. Les larves sont pipetées et
dénombrées chaque deux jours et ’eau d'élevage est renouvelée. Ceci permet de limiter la
prolifération de bactéries toxiques se développant sur la nourriture pouvant s’accumuler au
fond des bacs et de s’assurer que la quantit¢ de nourritures disponible au cours du
développement soit fixe. Pour les quatre réplicats de notre étude nous avions fait 124 bacs
dont 53 bacs en alimentation élevés et 91 bacs en alimentation faible. Nous avons produit plus
de bacs en alimentation faible afin d’obtenir un nombre suffisant d’adultes, ces derniers ayant

une mortalité plus élevée.
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Tableau I: Régime alimentaire des groupes en fonction du stade larvaire

Quantité d’aliment (mg/larve)

Stades larvaire Faible Elevé
L1 0,025 0,075
L2 0,05 0,1
L3 0,075 0,2
L4 0,1 0,3

2.1.3. Méthodologie des bio-essais

Nous avons testé les différentes concentrations de B. thuringiensis sur des larves d’An.
gambiae de troisieme stade afin de déterminer les concentrations létales a 50% (CL50) et a
95% (CL95) (Satyanarayan Tiwari, 2011). Nous avions testé huit concentrations différentes :
0,1;0,2;0,3;0,4; 0,5; 0,6; 0,7 et 0,8 mg/I

Pour chaque grille d’alimentation et chaque concentration, nous avons utilis¢ 50
larves. Parmi ces 50 larves, 25 ont été mises dans 150 ml d’eau contenant du larvicide et les
25 autres considérées comme témoins dans 150 ml d’eau uniquement. Quatre essais successifs
ont été effectués pour chaque concentration de chaque groupe. La mortalité larvaire a été
déterminée en comptant le nombre de larves d'An. gambiae qui reste apres 24 heures
d'exposition au Bti WDG (VectorBac® 3 000 UIT / mg). Les larves mourantes ont été

comptées et ajoutées aux larves mortes dans le calcul du pourcentage de mortalité.

2.1.4. Méthode de stress par le larvicide

Pour une efficacité optimum le fournisseur préconise I’application de VectoBac®
WDG 3 000 UIT / mg sur les jeunes stades larvaires (I, II, III). Le larvicide a été alors ajouté
dans I’eau d’¢élevage des larves au troisieme stade larvaire. Trente-quatre (34) bacs
d’alimentation élevée et quarante-six (46) bacs d’alimentation faible ont regu 1 litre par bac
de solution Bti (VectoBac®) de concentration 0,1 mg/l. Aprés la constitution des quatre
groupes de traitement, nous avons continué d’alimenter les larves selon leur grille alimentaire

sans changement de I’eau et avec un comptage chaque deux jours.
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2.2. Elevage des nymphes

Nous avons prélevé quotidiennement les nymphes a 'aide d'une pipette aspirante. Les
nymphes ainsi prélevées ont été placées dans des gobelets en plastique & moitié remplit d’eau
provenant de leur bac d’origine. Ce gobelet est placé dans un gobelet en carton plus grand
recouvert d'une moustiquaire. Une ouverture dans la moustiquaire fermée avec un morceau de
coton permet I’accés avec un aspirateur a bouche afin d’aspirer les adultes émergés. Les

nymphes ont été triées selon leur bac d’origine.

2.3. Elevage des anopheles adultes
Les adultes qui ont émergé des gobelets contenant les nymphes ont été transférées

dans des cages aprés détermination de leur sexe. Chaque moustique est transféré dans une
cage correspondant & son traitement.
Les quatre traitements sont :

» alimentation élevée;

» alimentation élevée plus larvicide;

» alimentation faible;

» alimentation faible plus larvicide.

Les moustiques ont été nourris avec de I’eau et une solution de glucose 5%.
2.4. Les infections expérimentales

2.4.1. Recherche du porteur de gamétocyte

Des enfants bénévoles provenant des villages environnants de Bobo-Dioulasso sont
testés pour la présence de P. falciparum (aprés que les parents aient signé le formulaire de
consentement éclairé). Pour cela des gouttes épaisses sont effectuées par piqlre au doigt, pour
100 enfants agés entre 5 et 11 ans. De retour au laboratoire, les gouttes épaisses sont colorées
au Giemsa 10% et examinées au microscope par des techniciens qualifiés qui détectent la
présence des parasites et quantifient les stades asexués et sexués de P. falciparum. Deux ou
trois porteurs de gamétocytes sont sélectionnés en fonction de la densité des gamétocytes
(gamétocytémie> 5 gamétocytes / 1000 globules blancs). Pour les enfants positifs aux
gamétocytes et/ou trophozoites, le parent ou le tuteur sera invité a amener l'enfant au CSPS
pour le traiter selon les normes OMS par I’infirmier. Parmi les enfants porteurs de
gamétocytes, deux volontaires seront choisis et conduits au laboratoire le jour de I'infection
pour étre prélevés puis traités. Pour les 4 réplicats de notre étude, 4 infections expérimentales

avec le sang de 6 porteurs de gamétocytes ont été effectuées.
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2.4.2. Infection des moustiques

Les femelles dgées de 5 ou 6 jours, ont été transférées dans des gobelets recouverts de
moustiquaires non imprégnées. 60 moustiques femelles ont été transférés par gobelet. Elles
sont affamées 24h avant le repas de sang durant lesquelles elles n’ont plus acces qu’a de I'eau.

Un systéme de cellules de gorgement est maintenu & 37°C par un bain-marie. Cing
cents microlitres de sang sont introduits a l'aide d’une micropipette dans chaque cellule de
gorgement recouverte d’une membrane de Parafilm a travers laquelle les femelles se
nourrissent. Les moustiques destinés au contrdle de la survie ont été gorgés sur du sang dont
les gamétocytes ont été inactivés dans un thermomixer a 43°C pendant 15 min (Sangare et al.,
2013). Les repas de sang infectant durent 60 min puis les moustiques gorgés sont tri€s et

placés dans une nouvelle cage et nourris avec du glucose 5 % et de I’eau.

2.5. Méthodologie de mesure de la longévité

Pour chaque traitement, une cage contenant des moustiques ayant regu un repas
sanguin infectant et une cage contenant des moustiques ayant regu un repas sanguin non
infecté ont été réalisées. Chacune de ces cages contenait en moyenne 15 moustiques. Ces
moustiques sont nourris uniquement avec de I’eau. Les mortalités ont été relevées 2 fois par
jour, entre 8h30 et 9h30 et entre 17h30 et 18h30. Nous avons mesuré la longévité des
moustiques sur 2 réplicats et 3 donneurs de sang différents. Le tableau 2 résume I’effectif des

moustiques dont la mortalité a pu €tre relevée.
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Tableau II: Nombre de moustique dont la mortalité a été relevée.

Traitements Nature du sang Nombre de morts

Infecté 87

Alimentation élevée )
Inactivé 80
Infecté 92

Alimentation faible )
Inactivé 76
Alimentation élevée Infecté 84
+larvicide Inactivé 78
Alimentation faible Infecté 84
+larvicide inactivé 67

2.6. Ladissection des moustiques

Sept jours apres le repas sanguin, les moustiques survivants sont disséqués pour
extraire les estomacs qui sont colorés au mercurochrome 2% puis examinés pour la recherche
et la numération des oocystes et des microsporidies au microscope optique. 270 moustiques
issus des larves ayant regu une alimentation élevée; 212 moustiques issus des larves
faiblement alimentées; 226 moustiques issus des larves ayant été faiblement alimentées puis
soumises au larvicide et 242 moustiques issus de larves ayant subi une alimentation élevée et
soumises au larvicide ont été¢ disséquées au cours de I’étude. Pour mesurer la taille des
moustiques I’'une des ailes de chaque moustique disséqué est sectionnée au niveau de I’alula a
I’aide d’une pince et collée sur une feuille blanche (Nasci, 1990). Un photographié est réalisée

a I’aide de logiciels LAZER afin de mesurer la taille de I’aile a [’aide du logiciel Image].

19



2.7. Analyses statistiques

L’analyse des données a été faite avec le logiciel R version 3.1.0 (R Core Team, 2013
). Nous avons utilisé des modeles linéaires généralisés mixtes (GLMMs) qui permettent de
prendre en compte des effets fixes et leurs interactions ainsi que des effets aléatoires (Bolker
et al., 2009). Les différents réplicats, pontes et porteurs ont été mis en effets aléatoires, et les
effets du larvicide, de I'alimentation des larves, de la gamétocytémie et des microsporidies ont
¢€té codés en effet fixes. La taille des adultes a été comparée a I’aide d’un GLMM suivant une
loi normale, la prévalence de I’infection suivant une loi binomiale, et I’intensité en oocystes
suivant une distribution de quasi-poisson. Un GLM a été utilisé pour déterminer la CL50 et la
CL95. Nous avons utilisé des modéles de Cox pour comparer I’effet des variables fixes sur la
survie et le temps de développement des moustiques. La significativité de chaque effet fixe et
des interactions a été estimé sur la base de simplifications de modéles suivies d’analyses de
déviance (« Likelihood Ratio Test », LRT) (Crawley, 2013). Les effets ont été considérés

comme significatifs a p <0,05.

20



3. Résultats et discussion

3.1. Résultats

3.1.1. Estimation de la CL50 et de la CL95 du bio-essai

Les concentrations létales 50% et 95% de VectoBac® WG préconisé en laboratoire
chez les larves d’Anopheles sont respectivement comprises entre 0,021 a 0,143 mg/l et 0,21 a
0,491 mg/l, (OMS, 2004).Les CL que nous avons trouvées sont dans la gamme de celle de
I’OMS seulement chez les alimentations faibles. Chez les alimentations €levées les CL €taient
supérieures a celles préconisées par ’OMS. Une corrélation positive entre les concentrations

létales de Bti et la quantité d’aliments regue par les larves a été observée dans notre étude

(tableau 3).

Tableau lll : Résultat de I’analyse statistique de la CL50 et de CL95 de Bti en fonction

de la quantité de d’aliment.

Quantité d’aliment fournie aux larves CL50 (mg/l) CL95 (mg/l)

Elevé 0,61 2,51
Faible 0,14 0,36

3.1.2. Temps de développement aquatique

Les moustiques males se développérent plus rapidement (12,99 + 0,011 jours) que les
femelles (13,33 +£0,011 jours (|Z|= 8,09; p<0,0001). De méme, les larves en alimentation
élevée se développérent plus rapidement (11,82 + 0.016 jours) que les larves en alimentation
faible (14,42 £ 0,025 jours) (|Z|= 25,01; p<0,001). Une interaction entre I’alimentation et le
larvicide a été observée (X12= 5,16; p< 0,05). En alimentation élevée, les moustiques
émergérent plus rapidement en absence qu’en présence de larvicide (11,74 + 0,023 et 11,89 +
0,023 jours, respectivement) alors qu’en alimentation faible les moustiques émergérent plus
rapidement en présence qu’en absence de larvicide (14,39 + 0,036 et 14,46 +0,036 jours,
respectivement). Une interaction entre le sexe et [’alimentation a été observée (X12:86,52;
p<0001). En effet, la différence entre le temps de développement des mailes et celui des
femelles fut plus élevé en alimentation élevée (0,29 + 0,0004 jours) qu’en alimentation faible

(0,26 + 0,003 jours).
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3.1.3. Lalongévité des femelles

Le larvicide seul n’a pas eu d’effet significatif sur la survie des adultes (|Z|= 1,01;
p=0,31). Les femelles issues des larves faiblement alimentées ont survécu significativement
plus longtemps (longévité moyenne : 5,31 + 0,13 jours) que celles des régimes alimentaires
élevés (longévité moyenne : 5,22 + 0,12 jours; |Z|=5,45; p< 0,0001). Les moustiques qui ont
recu un repas sanguin infectant ont également survécu significativement plus longtemps
(longévité moyenne : 5,32 + 0,12 jours) que les moustiques qui ont regu du sang non-infectant
(longévité moyenne : 5,19 = 0,12 jours; |Z|=2,60; p< 0,01). Une interaction entre
I’alimentation et le larvicide sur la longévité a été observée (X,’= 6,4424; p<0,05) (Figure 2).
En effet, la présence de larvicide diminua la survie des moustiques issus des larves faiblement
alimentées alors qu’elle n’affecta pas ou tres peu celle des moustiques issus des alimentations
élevées. Une interaction significative a été observée entre la gamétocytémie et I’exposition au
parasite sur la survie des moustiques (X,’= 6,2798; p< 0,05) (Figure 3). En effet un repas
sanguin a faible gamétocytémie (12) augmenta la survie des moustiques par apport a ceux qui
se sont gorgés sur du sang a gamétocytes inactivés du méme porteur. Cependant les repas
sanguins infectants aux fortes gamétocytémies (21 et 30) diminuerent la survie des
moustiques par rapport a ceux qui s’étaient gorgés sur le méme sang a gamétocytes inactivés.
Enfin, a faible gamétocytémie (12) les alimentations faibles survivaient plus que les
alimentations élevées, mais & forte gamétocytémie (21et 30) cette tendance s’inversa (X,°=

21,82; p<0,0001) (Figure 4).
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Figure 2: Effet de I'alimentation et de I'exposition au larvicide sur la longévité
moyenne des femelles. Les barres d'erreur représentent I'écart-type.
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Figure 3: Effet de la gamétocytémie et de I'exposition au parasite sur la longévité
moyenne des femelles Les barres d'erreur représentent I’écart-type.
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Figure 4 : Effet de la gamétocytémie et de I'alimentation sur la longévité moyenne des

femelies. Les barres d'erreur représentent 'écart-type.
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3.1.4. Lalongueur des ailes des moustiques.

~ La quantité¢ d’aliments recue au stade larvaire, ’exposition au larvicide et le sexe ont
significativement influencés la taille des moustiques. Les moustiques ayant re¢u une
alimentation élevée étaient plus grands (4,11 * 0,01 mm) que ceux ayant regu une
alimentation faible (3,61 + 0,01 mm; F= 2 277,9; p<0,0001). Les moustiques exposés au
larvicide étaient significativement plus petits (3,85 + 0,01 mm) que les controles (3,87+0,01
mm; F=4,381; p<0,05). Les moustiques males (3,76 £ 0,01mm) étaient significativement plus
petits que les femelles (3,95 = 0,01 mm; F=332,11; p<0,0001). Cette différence de taille a été
accentuée par la présence de larvicide (F= 6,86; p<0,01). La différence de taille entre les
males et les femelles était de 0,20+ 0,02 mm en présence de larvicide et de 0,19+0,03 mm en
I’absence de larvicide. Enfin, le stress combiné du larvicide et de la faible alimentation
diminua significativement la taille des moustiques alors que I’alimentation élevée augmenta la
taille des moustiques dont les larves ont été soumises au larvicide (F= 8,88; p<0,05) (Figure

5).
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Figure 5 : Effet de I'alimentation larvaire et de 'exposition au larvicide sur Ila taille
moyenne des moustiques. Les barres d'erreur représentent I’écart-type.
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3.1.5. Prévalence de l'infection

La prévalence en oocystes n’a été affecté ni par la taille des moustiques (X,2=0,98;
p=0,32), ni par la gamétocytémie (X,*= 0,15; p= 0,70). Les microsporidies étaient présentes
dans une partie de nos moustiques. La présence mais pas 1’intensité¢ en microsporidies a
diminué significativement la prévalence de I’infection des femelles (X12=15,19, p<0,001 et
X,2=0,052, p=0,82, respectivement) (Figure 6). La prévalence en oocystes était plus élevée
chez les moustiques issus des larves faiblement alimentées (0,62 + 0,05) que chez les
moustiques issus des larves dont I’alimentation était élevée (0,56 + 0,04; X,%=9,02, p<0,05).
La présence de larvicide a significativement augment¢ la prévalence en oocystes (0,62 = 0,04)
comparé a la prévalence en absence de larvicide (0,56 £ 0,04; X’= 3,96, p<0,05). La
prévalence de I’infection était significativement plus élevée chez les moustiques issus des
larves doublement stressées par la faible alimentation et I’exposition au larvicide (X;*= 6,44,

p<0,05) (Figure 7).
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Figure 6: Effet de la présence de microsporidie sur la prévalence de l'infection en
oocyste. Les barres d'erreur représentent I'intervalle de confiance.
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Figure 7 : Effet de I'alimentation larvaire et de I'exposition au larvicide sur la
prévalence de I'infection en oocystes. Les barres d'erreur représentent I'intervalle de
confiance.
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3.1.6. Intensité de I'infection

La gamétocytémie, la présence de larvicide et le régime alimentaire des larves n’ont
pas eu d’effet significatif sur intensité en oocystes des moustiques ((|Z|=1,63, p=0,10;
|Z|=1,89p=0,058; |Z|=0,82, p=0,41 respectivement). L’effet de I’alimentation sur I’intensité
changea en fonction de la gamétocytémie (interaction régime alimentaire et gamétocytémie :
X,%= 5,09, p<0,05) (Figure 8). De méme, I’effet du larvicide sur I'intensité changea suivant la
gamétocytémie (interaction régime alimentaire et gamétocytémie : X,%=6,73, p<0,01) (Figure
9). A faible gamétocytémie, I’intensité en oocystes chez les femelles non exposées au
larvicide était plus faible que chez les femelles exposées au larvicide, et cette relation

s’inversa a plus forte gamétocytémie (Figure 8).
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Figure 8 : Effet de la gamétocytémie et de I'alimentation sur I’'intensité des oocystes.
Les barres d'erreur représentent I'écart-type.
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Figure9 : Effet de la gamétocytémie et de I'exposition au larvicide sur l'intensité en
oocystes. Les barres d’erreur représentent I'écart-type.
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3.2. Discussion

La corrélation positive obtenue en bio-essai entre les CL50 et CL95 de Bti et les
quantités d’alimentations que regoivent les larves montre que les larves en alimentation faible
sont plus sensibles au Bti que les larves qui regoivent une alimentation élevée. Ainsi, le stress
alimentaire semble augmenter la susceptibilité des larves aux toxines de Bti. I a été montré
par Gilles et al. (2011) qu’une alimentation faible est préjudiciable a la survie des larves de
moustiques. Les CL chez les alimentations élevées étaient supérieures aux doses préconisées
par I’OMS (2004). Cependant chez les alimentations faibles ces doses concordent avec celles
que I'OMS (2004) préconise. Les doses d'application du VectoBac® WG devraient tenir
compte de la disponibilité d’aliment pour les larves dans les gites larvaires. Les
concentrations létales 50% que nous avons observées chez les larves ayant regu une
alimentation faible et une alimentation élevée (0,14 mg/l et 0,61 mg/l respectivement) sont
élevées comparativement a d’autres études menées en Gambie par Majambere (2007) ou la
CL350 était de 0,039 mg/l et au Ghana par Nartery et al (2013) ou la CL50 était de 0,026 mg/I.
Ces concentrations létales €levées pourraient s’expliquer soit par la différence des especes,
soit par le milieu d’étude, soit parla quantité de particules qu’ingerent les larves d’An.
gambiae. Les espéces de moustiques et leurs stratégies d'alimentation respectives, le taux
d'ingestion, I'dge et la concurrence pour la consommation alimentaire des larves sont des
facteurs qui influencent I’efficacité du Bti (Lacey, 2007). Il semble donc que I'utilisation de
VectoBac® WDG en lutte anti-vectorielle doit tenir compte des espéces et des milieux visés
afin d’adapter le colit et la quantité de larvicide utilisé.

La corrélation négative entre la quantité d’aliments qu’ont regus les larves et le temps
de développement montre que la quantité de nourritures est un facteur environnemental
important pour le développement des moustiques. Comme de nombreuses autres études sur
les larves d’Anopheles (Pfaehler et al., 2006, Grech et al., 2007) ou encore de Culex pipiens
quinquefasciatus (Agnew et al., 2000) nous avons montré que les larves ayant regu une
alimentation élevée ont émergé rapidement et ont donné des adultes de grandes tailles. Dans
notre étude, les femelles étaient plus grandes que les males ce qui est lié au temps de
développement plus court de ces derniers. En effet, les males muent plus rapidement alors que
les femelles prennent plus de temps pour grandir (Lehmann et al., 2006).

L’émergence tardive due au larvicide n’est observée que chez les larves soumises a
une alimentation élevée. Les larves alimentées faiblement sont plus susceptibles aux toxines
Bti, les plus résistantes émergent rapidement et donnent des moustiques plus petits que les

larves alimentées faiblement sans larvicide. En se développant rapidement, les larves ont
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I’avantage d’étre exposées moins longtemps au BYi et de survivre, alors que les larves prenant
plus de temps & muer, meurent par ingestion de plus de toxines. Le larvicide diminuerait la
masse agressive ce qui entrainerait une baisse de la capacité vectorielle donc de la
transmission du paludisme.

Le larvicide a des répercussions sur la survie lorsque les larves sont soumises a une
alimentation faible. En effet, il diminue la survie donc la capacité vectorielle de ces
moustiques. Le Bti méme a dose sub-Iétale entrainerait une baisse de la transmission du
paludisme lorsqu’il est utilisé dans les gites larvaires ou les conditions alimentaires sont
précaires. Cela peut étre expliqué par la susceptibilité élevée aux effets du Bti des moustiques
issus des larves faiblement alimentées.

La corrélation négative entre la survie des adultes et la quantité d’aliments regue par
les larves s’explique par la pression de sélection qui permet aux moustiques tolérant la faim
d’émerger. Ainsi, ces moustiques ont survécu plus longtemps lorsqu’ils ont été affamés au
stade adulte. Le stress alimentaire des larves augmenterait la capacité vectorielle donc la
transmission du paludisme. Dans une étude menée au Kenya, Koenraadt et al (2006) avaient
observé qu’un stress nutritionnel au stade larvaire augmentait la survie d’An. gambiae.
Cependant, des résultats opposés ont été apportés par Lyimo et Koella (1992) chez An.
gambiae s.1. et par Takken et al. (2013) chez An. coluzzii.

D’une maniére générale, ’exposition au parasite augmente la survie d’An. gambiae.
Or, plus une femelle vivra longtemps plus elle aura de chances de piquer et donc d’inoculer
puis transmettre le parasite ce qui augmente donc la capacité vectorielle. Cependant,
’exposition & des doses infectantes élevées diminue la survie des moustiques et donc la
capacité vectorielle. La faible gamétocytémie engendre une intensité d’oocystes faible ce qui
potentiellement améne le moustique a réorienter ses ressources énergétiques vers la longévité
augmentant ainsi la survie des moustiques comme rapporté par Vezilier et al. (2012).
Cependant a forte gamétocytémie cette réorientation des ressources serait remplacée par une
mobilisation de I’immunité préjudiciable a la survie des moustiques. Cette idée est soutenue
par Ferguson et Read (2002) montrant, que la mobilisation de la réponse immunitaire du
moustique suite & une infection parasitaire diminue sa survie et donc sa capacité vectorielle.

La proportion de moustiques infectés au cours du repas de sang était indépendante de
la taille. Comme Lyimo et Koella (1992) nous avons montré que la taille d’An. gambiae
n’influence pas sa compétence vectorielle. La faible alimentation de méme que le larvicide
ont augmenté la prévalence de I’infection. Autrement dit, un stress au stade larvaire qu’il soit

dl au Bti ou a I’alimentation augmente la proportion des moustiques ayant développé au
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moins un oocyste ou compétence vectorielle d’An. gambiae. En outre, la prévalence de
I’infection était la plus élevée chez les moustiques issus de la situation doublement stressante
de I’exposition au larvicide et a la faible alimentation. Cela peut étre di a une modification
par le larvicide des facteurs inhibant la susceptibilit¢é des moustiques aux parasites. Le
larvicide peut avoir entrainé soit une faiblesse des barriéres physiologiques comme la matrice
péritrophique et I'épithélium stomacal, soit une baisse du syst¢tme immunitaire augmentant
alors la susceptibilité des moustiques aux parasites. Suwanchaichinda et Paskewitz (1998) ont
observé chez les moustiques issus des larves faiblement alimentées une baisse de la
mélanisation, une des réponses immunitaires du moustique, ce qui suggere qu’une diminution
de la réponse immunitaire pourrait étre & I’origine de I’augmentation de la prévalence en
alimentation faible. Une application de dose de Bti inférieure a ce qu’exigent le milieu et les
especes vectrices pourrait donc augmenter la transmission du paludisme en augmentant la
compétence vectorielle.

L’un des faits intéressants que cette étude montre est la baisse significative de la
prévalence de I’infection due a I’infection de I’élevage par une souche sauvage de
microsporidie. Les microsporidies diminuent donc la compétence vectorielle d’An. gambiae.
Dans des systémes artificiels Bargielowski et Koella (2009) puis Lorenz et Koella (2011) ont
montré qu’un biopesticide composé de microsporidie du genre Vavraiaculicis diminuait la
prévalence donc la compétence vectorielle de P. berghei chez An. gambiae. De plus Koella et
al. (2009) ont rapporté¢ une diminution de la survie donc de la capacité vectorielle d’An.
gambiae infectées par V. culicis. Une valorisation de la souche sauvage impliquée dans la
baisse de la compétence et éventuellement de la capacité vectorielle serait un moyen
supplémentaire dans la lutte contre le paludisme.

Les moustiques dont les larves ont été soumises au larvicide ou a une faible
alimentation avaient un nombre d’oocystes par estomac élevé lorsque la gamétocytémie était
¢levée. Il est connu que le rendement sporogonique est faible entre gamétocytes et oocystes
(Vaughan et al., 1994, Gouagna et al., 1998). Le stress alimentaire et le larvicide au stade
larvaire augmenteraient la vulnérabilité des moustiques aux doses infectantes élevées. La
gamétocytémie €levée paralyserait les barriéres physiques et les systémes immunitaires des
moustiques issus des larves stressées. Ainsi la forte densité gamétocytaire combinée a la
faible alimentation des larves ou au larvicide semble augmenter la compétence vectorielle

d’An. gambiae.
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4, Conclusion et perspectives

4.1. Conclusion

Une dose de Bti qui ne tue pas les larves donne des An. gambiae plus compétent dans
la transmission du paludisme. Cette augmentation de la compétence est accentuée par un
stress alimentaire au stade larvaire. Ainsi, I'utilisation de larvicide dans la lutte anti-
vectorielle pourrait conduire a une phase d’augmentation de la transmission du paludisme si
les doses sont sub-létales ou lors de la diminution d’efficacité du produit. L’augmentation de
la survie des adultes suite au stress alimentaire et a leur exposition a P. falciparum entraine
une hausse de la capacité vectorielle, donc de la transmission du paludisme par An. gambiae.

Les microsporidies diminuent la compétence vectorielle d’An. gambiae a P.
Falciparum et donc la transmission du paludisme. Elles pourraient étre utilisées dans la lutte
vectorielle.

Notre étude montre qu’une méthode de lutte anti-vectorielle peut avoir de nombreux
effets sur I’interaction entre le moustique et le parasite et qu’il est donc nécessaire de faire des

investigations permettant de connaitre ses répercussions sur la transmission du paludisme.

4.2. Perspectives

L’exposition des larves d’An. gambiae a des doses sub-létales de Bri augmente la
prévalence de I’infection des moustiques qui en sont issus, reste a savoir quel est le
mécanisme qui régit cette augmentation.

Pour que le moustique transmette le paludisme il faut que le cycle sporogonique
aboutisse a la libération des sporozoites dans ses glandes salivaires. Ainsi, d’autres études
devront s’intéresser & la corrélation entre la prévalence en oocystes et la présence des
sporozoites dans les glandes salivaires des moustiques issus de larves soumises a des doses de
Bti sub-létales.

Au laboratoire les microsporidies ont entrainé une baisse de la prévalence de
I’infection & P. berghei. Nous venons de confirmer sur un systéme naturel une baisse de la
prévalence de V’infection a P. falciparum chez An. gambiae suite & une contamination de
I’élevage par une souche sauvage de microsporidie. Il faudra approfondir les connaissances
sur I’interaction microsporidie-moustique et le blocage du développement de P. falciparum,
ainsi qu’évaluer les dangers éventuels de ces microsporidies sur I’environnement afin de les

utiliser comme moyen de lutte intégré contre le paludisme.
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