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Résumé

Evaluation en pré-phase III de Pefficacité d’une peinture insecticide contre les
populations d’Anopheles gambiae s.l. résistantes aux pyréthrinoides a la Vallée du Kou,
Burkina Faso.

De nos jours, la lutte antivectorielle est confrontée a I’émergence de la résistance des vecteurs
aux insecticides et a des difficultés opérationnelles sur le terrain. Il s’avére nécessaire de
rechercher des solutions alternatives et innovantes pour une meilleure gestion des populations
de vecteurs résistants aux insecticides. Cette étude a pour objectif d’évaluer I’efficacité
entomologique d’une peinture insecticide en zone de résistance d’An. gambiae 5.l aux
pyréthrinoides. Cette peinture insecticide est composée de deux organophosphorés et d’un
inhibiteur de croissance. Elle a été appliquée en une ou deux couches sur les murs et/ou sur
les plafonds. L’évaluation a consisté a mesurer et a comparer les paramétres entomologiques
suivants entre les traitements: i) ’efficacité de la peinture par les captures en faune résiduelle,
ii) la rémanence de cette efficacité grace aux tests cones OMS assurés avec la souche sensible
«Kisumuy d’An. gambiae et la souche «sauvage» résistante aux pyréthrinoides et iii) le
diagnostic des génes de résistance. Les résultats obtenus aprés six mois d’application
montrent que le produit reste trés rémanent et efficace avec 98 a 100% de mortalité. Les
collectes matinales réalisées tous les mois indiquent que tous les moustiques collectés ont été
tués par la peinture (100% de mortalité) de Juin a Décembre 2013. La fréquence globale de la
mutation kdr-L1014F, principal mécanisme de résistance d’An.  gambiae s. aux
pyréthrinoides a été trés élevée avec 98%, confirmant le statut de résistance qui a été observé
dans ce faciés. Celle de I’Ace-I7 était inférieure 4 2%. Ces fréquences ne différaient pas entre
les maisons témoins et les maisons traitées, confirmant que cette peinture ne sélectionne pas
de résistance a ces deux classes d’insecticides. Les résultats montrent que cette peinture est
trés efficace pour contrdler les populations résistantes d’An. gambiae s.I. De plus. son
application ne requiert pas de personnel qualifiés ni d’équipements spéciaux. Ces atouts en
font un outil qui pourrait étre utilisé de fagon intégrée contre les vecteurs résistants aux
pyréthrinoides et aux carbamates. Il serait donc intéressant d’évaluer a [’échelle

communautaire 1’efficacité de cette peinture et son acceptabilité par la population.

Mots-clés: peinture insecticide, Anopheles gambiae s.1., efficacité, Burkina Faso.
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Abstract
Evaluating the efficacy of insecticide paint against pryrethroid-resistant Anopheles
gambiae s.I. in Vallée du Kou, Burkina Faso.

Vector control is currently challenged by the quick spread of insecticide resistance among
mosquito and operational difficulties on the field. Thus, it is necessary to find alternative and
innovative strategies to better adapt effective control. In the current study we evaluated the
efficacy of organophosphate-combined paint containing insect growth regulator in indoor
application on the walls and/or ceiling in Vallée du Kou where An. gambiae are resistant to
pyrethroids. The main entomological parameters such as mortality rates and paint insecticidal
residual efficacy were compared between treated and untreated huts. The residual insecticidal
efficacy of the paint tested both with the susceptible 4n. gambiae “Kisumu” and wild local
populations of An. gambiae s.I. showed high mortality rates ranging between 98 to 100% six
months after the treatment. The indoor collections of wild An. gambiae performed during four
consecutive days per month from June to December 2013 revealed that all mosquitoes
entering in the paint-treated houses were died (i.e 100% mortality rates throughout the six
months collection). The frequency of kdr-L1014F (98%) mutation which was high in this area
did not differ between treatments. That of the Ace-® remained less than 2% and did not differ
among the treatment. These results are very promising in terms of new perspectives to control
resistant malaria vectors. In contrast to the classic indoor sprays, this tool is very simple and
does not require any special equipment or qualified personnel. But a large-scale assay is
required to address its impacts on malaria transmission and the perception and acceptability of

targeted human communities.

Key-words: insecticide paint, Anopheles gambiae s.1., efficacy, Burkina Faso.
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I- INTRODUCTION

Les arthropodes sont responsables de la transmission de la quasi-totalit¢ des maladies

vectorielles dont le paludisme, la dengue, le chikungunya, la fievre jaune, les filarioses
lymphatiques figurent parmi les redoutables pathologies auxquelles I’homme fait face (OMS,
2013). Les Culicidés constituent les principaux vecteurs qui appartiennent aux genres
Anopheles, Aedes et Culex (Weaver et al., 2011). De toutes ces maladies vectorielles, le
paludisme est la plus répandue au monde surtout dans les zones tropicales, avec 207 millions
de personnes malades et 627 000 décés enregistrés en 2012. Environ 80% des cas cliniques
surviennent en Afrique subsaharienne ou les enfants de moins de cinq (5) ans et les femmes
enceintes sont les plus touchés (OMS, 2013).

Au Burkina Faso, le paludisme demeure un probléme majeur de santé publique par son
ampleur et sa gravité. 11 constitue la premiére cause de consultation et de mortalité dans les
structures de santé, soit 45,4% des motifs de consultations et 87,9% des causes de déces
(MCHIP/USAID/PNLP, 2013).

De nos jours, la lutte contre le paludisme passe par deux stratégies majeures : le traitement
antipaludique et la prévention par la chimioprophylaxie et la lutte antivectorielle (LAV) qui
constitue le maillon essentiel de la prévention. La stratégie actuelle de la LAV repose sur
I'utilisation des insecticides en Pulvérisation Intra-Domiciliaire (PID) et les Moustiquaires
Imprégnées a Longue Durée d’Action (MILDA). Cependant, la résistance des vecteurs aux
insecticides surtout d’An. gambiae s.l. aux pyréthrinoides (principaux insecticides utilisés
pour imprégnation des MILDA) pourrait compromettre la réussite de cette stratégie.

En effet, décrite pour la premiére fois en 1993 en Cote d’Ivoire, la résistance d’4n.
gambiae s.1. aux insecticides s’est généralisée a toutes les classes d’insecticides atteignant des
niveaux trés élevés (Diabaté er al., 2004: N'Guessan et al., 2007, Dabiré et al., 2008, 2012b;
Rowland er al, 2013; Chang er al, 2014; Strode er al., 2014). Ainsi. on note une
augmentation des fréquences alléliques des mutations kdr L1014F et ace-1* (Dabiré et al.,
2009a&Db) avec ces cingq derniéres années une extension géographique tres pouss€e vers de
nouvelles zones cotonniéres et maraichéres d’Afrique de 1I’Ouest jadis exemptes de résistance
(Dabiré et al., 2012a). En plus, la LAV est confortée a des difficultés sur le plan opérationnel:
distribution, utilisation incorrecte, accessibilité, acceptabilité, perception des outils de lutte

selon les couches socio-économiques et culturelles (Toé er al, 2009; Wai er al.. 2014). 11
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apparait urgent d’améliorer et/ou d’élaborer de nouveaux outils alternatifs et innovants pour
un meilleur contrdle de ces vecteurs du paludisme (Enayati et al., 2009). Ainsi, la recherche
d'insecticides de remplacement ou de nouvelles formulations des insecticides existants est
devenue une priorité en LAV (OMS, 2013).

L’une des stratégies prometteuses visant a prévenir ou a retarder 1'évolution de la
résistance des vecteurs aux insecticides est I’association de molécules de familles différentes
réunies en une seule formulation tel que présentée dans la peinture insecticide Inesfly®-5A
IGR. Cette peinture insecticide est composée d’organophosphorés et d’un régulateur de
croissance d’insecte. Plusieurs études ont démontré son efficacité au laboratoire en phase I et
dans les cases expérimentales en phase 1l contre An. gambiae et Culex quinquefasciatus au
Bénin (Mosqueira et al., 2010a&b). En plus, elle a aussi montré une bonne tolérance par les
populations qui en sont exposées (CIDIEM, 2003). Afin de connaitre son efficacité¢ en
condition réelle d'utilisation, nous avons entrepris cette étude en adoptant une phase II en
milieu réel (pré-phase III).

L'objectif général de cette étude est d’évaluer I’efficacité et la rémanence de la peinture
insecticide Inesfly® dans un contexte de multi-résistance d’An. gambiae sl aux

pyréthrinoides.

De fagon spécifique d’évaluer les paramétres entomologiques suivants :

» déterminer I’efficacité de la peinture insecticide par le taux de mortalité induit dans les

maisons traitées ;
» déterminer la rémanence de la formulation de la peinture insecticide;

» estimer sa capacité a sélectionner la résistance des vecteurs (4n. gambiae s.1. aux OP).
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I1- GENERALITES

2.1. Les vecteurs du paludisme en Afrique

Les vecteurs du paludisme appartiennent au :

>

Y V.V V VYV VY

Reégne : Animalia ;

Phylum : Arthropoda ;
Classe : Insecta ;

Ordre : Diptera ;

Famille : Culicidae
Sous-famille : Anophelinae ,

Genre : Anopheles.

Ce genre est I’'un des plus importants en termes de santé publique et compte dans le

monde plus de 400 especes dont environ 60 sont capables de transmettre les Plasmodium

humains (Bruce-Chwatt, 1987 ; Carnevale & Robert, 2009).

2.1.1. Le complexe gambiae

Le complexe gambiae a fait ’objet de plusieurs études en Afrique a cause de son

importance dans la transmission du paludisme. Il comprend deux vecteurs majeurs du

paludisme en Afrique: 4An. gambiae s.s. et An. arabiensis. Ce complexe est composé

d’espéces jumelles morphologiquement identiques, mais présentant souvent des différences

dans la morphologie des ceufs ou des stades larvaires (White, 1974; Hunt er al., 1998; della

Torre et al.,

V V. V V V V VY

2001; Fontenille et al., 2003). Il comprend :

Anopheles gambiae s.s. Giles, 1902 ;
Anopheles arabiensis, Patton, 1904 ;

Anopheles melas, Theobald, 1903 ;

Anopheles merus, Doenitz, 1902 ;

Anopheles bwambae, White, 1985 ;

Anopheles quadriannulatus A, Theobald, 1911 ;

Anopheles quadriannuluatus B. Hunt ef al., 1998.
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Chez An. gambiae s.s. cing formes chromosomiques ont €ét¢ identifies en Afrique de
I’Ouest: Savanna, Mopti, Bamako, Bissau et Forét (Coluzzi et al., 1985). Le génotypage de
I’ ADN ribosomal du chromosome X réalisé sur les formes chromosomiques Mopti et Savanna
présents au Mali et au Burkina Faso, a mis en évidence deux sites polymorphes dans les
fragments intergéniques de I’ADN ribosomal (Flavia et al., 2001; della Torre et al, 2001,
2002). Ces deux sites ont permis de différencier, les formes moléculaires M pour Mopti et S
pour Savanna. Les formes moléculaires M et S vivent souvent en sympatrie en proportions
variables selon les conditions climatiques et écologiques du milieu (della Torre ef al., 2005).
Récemment en conformité avec le comité international de nomenclature zoologique, la forme
moléculaire M a été nommée Anopheles coluzzii en 'honneur du regretté Professeur Mario
Coluzzi qui a consacré une grande partie de sa vie a 1'étude de ce complexe d'especes en

Afrique de I’Ouest et la forme S devenue Anopheles gambiae (Coetzee et al., 2013).

En Afrique tropicale, les principaux vecteurs responsables de la transmission du
paludisme humain sont : Anopheles gambiae, Anopheles coluzzii, Anopheles arabiensis et
Anopheles funestus considérés comme des vecteurs majeurs en fonction des régions
géographiques (Hunt et al., 1998 ; Cohuet et al., 2004). En plus de ces vecteurs majeurs, on
trouve des vecteurs secondaires ou locaux rencontrés surtout sur le littoral et le milieu
insulaire tels qu’Anopheles mascarensis a Madagascar (LeGoff et al., 2003 ;
Ravoahangimalala et al., 2003), Anopheles melus sur les cbtes lagunaires d’Afrique de
I’Ouest, Anopheles merus sur la cdte d’Afrique de I'Est. Ces deux derniers vecteurs (A4n.

melas et An. merus) sont devenu des vecteurs majeurs (Sinka et al., 2010).

Au Burkina Faso, quatre vecteurs transmettent la quasi-totalit¢ des Plasmodium
humains: An. gambiae, An. coluzzii, An. arabiensis, An. nili et An. funestus (Robert er al.,
1985; Diabaté, 2003). Le r6le d’An. funestus s.s. dans la transmission du paludisme est plus
prépondérant dans les régions Ouest du pays ou il prend le relais a An. gambiae et An. coluzzii

vers la fin de la saison des pluies (Dabiré et al., 2007, 2008).

2.2. Le cycle de développement des anopheéles

Les anopheles sont des insectes holométaboles. Leur développement passe par une

phase larvaire aquatique, une courte phase nymphale avant le stade adulte aérien (Figure 1)
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(Clements, 1992). En général, la femelle anophéle s’accouple une seule fois avec le male et
conserve le sperme dans la spermathéque tout au long de sa vie pour féconder les ovules.
Seules les femelles sont hématophages. Elles prennent un ou plusieurs repas de sang pour la
maturation des ceufs et apres trois jours environ, elles pondent a la surface de I’eau. Ces ceufs
sont de forme plus ou moins ovoide et pourvus latéralement de flotteurs, leur permettant de
conserver une position horizontale & la surface de I’eau. Dans les conditions favorables, les
ceufs éclosent en deux jours donnant des larves qui s'alimentent de particules organiques
présentes dans I’eau du gite. Chaque larve subit quatre mues consécutives pour donner la
nymphe au bout de huit a dix jours. La durée du développement larvaire varie selon les
espeéces, la température du milieu, la densité larvaire et de la disponibilité en nourriture. Au
stade nymphal, la larve subit de profonds changements lui permettant de passer d’une vie
aquatique a une vie aérienne et d’atteindre son développement maximum. Au cours de ce
stade qui dure en moyenne 2 jours, la nymphe cesse de se nourrir (Clements, 1992). Une fois
la métamorphose accomplie, les moustiques males émergent en premier a la surface de I’eau,
suivis des femelles 24 a 48 heures aprés. Les adultes se nourrissent de glucides généralement

trouvés dans les nectars végétaux.

Phase adulte
accouplement 4jours

apreés émergence
),"’V“"H‘ﬂ ¥, T— ﬁ
7 ."E‘ " y
Emergence . r Al iy Phase adulte
des adultes " N

Repasde sang
2 jours aprés
. accouplement

S/

\

Vie aérienne

Vie aquatique ?

" i
— f Ponte 2 jours
\ -~ om—— / aprésRepas

" - r 4 de sang
"‘a\ : | ﬁlf.:.

Phase 3

nymphale: i ‘ﬁ,’j}

2-3 jours :
Phase larvaire: SOMA.D.D
8- 10 jours

Figure 1 : Cycle de développement des anophéles
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2.3. La lutte anti-vectorielle

La lutte anti-vectorielle est un élément essentiel de la stratégie de lutte contre le
paludisme. 11 est prouvé que les interventions de lutte anti-vectorielle permettent de réduire ou
d’interrompre la transmission de la maladie, en particulier dans les zones trés exposées au

paludisme (OMS, 2013). Elle peut cibler les stades larvaires ou les adultes.

2.3.1. La lutte anti-larvaire

La lutte contre les larves requiert une bonne connaissance de la biologie du vecteur

(conditions, lieu, période de développement...). Elle comprend trois composantes principales :

2.3.1.1. La lutte physique ou mécanique
Elle vise a détruire les gites larvaires réels ou potentiels des anopheles par
I’aménagement de I’environnement grace a I’assainissement autour des habitations (protection

individuelle et familiale), I’irrigation intermittente ou le drainage des eaux stagnantes.

2.3.1.2. La lutte chimique
Cette lutte consiste a faire des traitements larvicides sur des eaux de surface. Les
larvicides doivent étre sélectifs. Le téméphos (OP) est le principal larvicide utilisé en raison
de sa faible toxicité pour la faune non cible (Carnevale & Mouchet, 1990). Des études
récentes ont montré des activités larvicides a partir d’extraits de plantes (Clausena dentata,
Tithonia diversifolia, Ricinus communuis) qui pourraient étre utilisés contre les vecteurs du

paludisme (Manjari et al., 2014 ; Wachira ef al,, 2014).

2.3.1.3. La lutte biologique
La lutte biologique consiste en I’introduction de parasites, de bactéries, champignons
entomopathogénes ou de prédateurs des larves (poissons larvivores) du vecteur dans les gites
larvaires. Des bio larvicides de principes actifs, Bacillus sphaericus cep 2362 et Bacillus
thuringiensis, variété israelensis ont été testés en 2012 et en 2013 a Ouagadougou, choisie
comme ville pilote par I’Union Economique et Monétaire Ouest Africaine (LUEMOA) contre
les larves de moustiques (Sidwaya.bf/quotidien N° 7536 du 6/11/2013;

revistas.labiofamcuba.com).
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La lutte anti-larvaire n’est efficace que si les gites larvaires sont limités en nombre,
facilement identifiables et accessibles. Ce qui n’est pas généralement le cas, surtout pour les
principaux vecteurs du paludisme en Afrique, dont les gites larvaires sont souvent de petites

tailles, nombreux et disséminés.
2.3.2. Les méthodes de lutte contre les stades adultes

2.3.2.1. La pulvérisation intra-domiciliaire et les matériaux imprégnés

d’insecticides

Elle est basée sur I'utilisation d'insecticides contre les populations de vecteurs. Elle est
utilisée principalement en pulvérisation intra-domiciliaire (PID) et sur des matériaux
imprégnés d’insecticides (baches en plastique, MILDA, etc). Cette stratégie vise a réduire le
contact homme-vecteur, la densité des vecteurs et leur longévité en vue de diminuer la
transmission du paludisme. L’approche par les PID, présente cependant des limites du fait des
échecs des opérations pilotes du programme d’éradication du paludisme des années 50 par les
PID a base de DDT (Dichloro-Diphényl-Trichloroéthane) (Rugemalila et al., 2006). Ainsi
dans les années 80, les moustiquaires imprégnées d’insecticides (MII) apparaissent comme
mesure de protection au Burkina Faso (Carnavale ef al., 1988 ; Darriet, 1991) a I’échelle
individuel et communautaire. Mais cela nécessite une couverture d’au moins 80%, des
moustiques sensibles aux composés chimiques utilisés. Le probléme lié¢ a I’acceptabilité et a
I'utilisation réelle de ces MII par la population surtout en zone rurale et I’apparition de la
résistance aux insecticides pourraient étre aussi un facteur limitant a la réussite des

programmes de lutte basée sur cette stratégie (Tchinda ef al., 2012 ; Chang et al,, 2014).

2.3.2.2. Les répulsifs, les aérosols et les tortillons insectifuges

» Les répulsifs

IIs existent sous forme de créme, de lotion ou de spray qui peuvent étre appliqués
directement sur la peau ou sur les vétements. L’ utilisation de répulsifs est surtout utile pour
les gens qui se trouvent a l’extérieur pendant les pics d’activité des vecteurs. Ils sont
composés de substances actives (naturelles ou synthétiques) qui tiennent les moustiques a

distance par un effet aérien. Il existe de nombreux produits sur le marché: le DEET
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(diéthyltoluamide) le EHD (éthylhexanédiol), le DMP (diméthylphtalate) et des huiles de
citronnelle, de neem, de java, de ceylan) (Carnevale & Robert, 2009). La plupart des répulsifs

ont une durée d’action trés courte, huit heures environ (Pages et al., 2007).
» Les aérosols

I1s sont des insecticides a effet non rémanent utilisés sous forme de spray par les ménages
avec pour premiére intention de lutter contre la nuisance culicidienne et contre les insectes
domestiques (cafards) pour une meilleure hygiéne familiale. Ils sont tres utilisés dans les pays

en voies de développement sous plusieurs formulations (Namountougou, 2013).

> Les tortillons insectifuges

IIs sont trés populaires et largement utilisés comme insecticides vaporisés par la chaleur.
Une fois allumés, les spirales brilent lentement et régulierement pendant 6 a 8 heures, libérant
I'insecticide dans I’air qui tue ou retient les moustiques a distance. Ces produits sont
énormément répandus dans les pays en voies de développement car ils sont accessibles et bon
marché. Toutefois, de grandes différences sont observées entre les différents produits

(Carnevale & Robert, 2009).

2.3.2.3. La lutte génétique

La lutte génétique vise a réduire la capacité vectorielle en réduisant le potentiel
reproductif d'une population de vecteur ou en rendant les populations de vecteurs incapables
de transmettre le Plasmodium. Les méthodes de lutte génétiques contre les vecteurs sont
basées sur deux stratégies (Alphey et al., 2002). La premiere consiste a concevoir des vecteurs
avec un phénotype modifié et a les introduire dans la population sauvage. Ce nouveau
phénotype se propage de génération en génération et est défavorable a la survie de I’espece.
L'autre approche consiste a réduire le nombre de vecteurs en reldchant dans I'environnement
des males stériles (Alphey ef al.,, 2010) ou porteurs d'un géne dominant létal qui conduit a une
descendance non viable (Thomas ef al., 2000).

Par ailleurs, cette induction de la stérilité sexuelle peut se faire par irradiation ou par
utilisation de produits chimiques (Fontenille & Simard, 2004; Catteruccia ef al., 2009).

En matiere de lutte contre les vecteurs du paludisme, ces méthodes sont encore en

phase d’essai (Lees ef al.,, 2014).
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2.3.3. Les classes d’insecticides utilisés en lutte anti-vectorielle

2.3.3.1. Les organochlorés

Les organochlorés sont des molécules trés rémanentes. Ce groupe comprend le
Dichloro-diphényl-trichloroéthane (DDT) et ses analogues, le lindane et les cyclodiénes
(dieldrine, endosulfan). Le DDT agit a la fois sur le systéme nerveux central et périphérique
du moustique (Hassal et al., 1990) par contact ou ingestion entrainant une perturbation des
canaux calcium/magnésium et sodium/potassium le long de I’axone. Le lindane et les
cyclodiénes agissent sur le systéme nerveux central en inhibant les canaux chlorures,
récepteurs de 1’acide gamma-aminobutyrique (GABA) qui joue le role de neuromédiateur

inhibiteur (Matsumura & Clark, 1985).

2.3.3.2. Les organophosphorés

Les organophosphorés sont des dérivés de 1’acide phosphoriques. Ils sont de bons
neurotoxiques inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase (Eldefrawi et al, 1976). Ces molécules
(actives apres oxydation) se fixent sur 1’acétylcholinestérase entrainant une accumulation
d’acétylcholine dans la jonction synaptique. Lorsqu’ils sont présents en trés forte
concentration, les récepteurs de ’acétylcholine se bloquent en position ouverte, entrainant la
paralysie puis la mort de l'insecte. Les organophosphorés ont une grande efficacité,
notamment contre les insectes. Parmi ces insecticides, on peut citer: le parathion, le

malathion, le fénitrothion, le chlorpyriphos, le diazinon etc.

2.3.3.3. Les carbamates

Les carbamates sont des dérivés de lacide carbamique. Ils inhibent
I’acétylcholinestérase, 1’enzyme responsable de I’hydrolyse de I’acétylcholine aprés la
transmission de D’information par ce neurotransmetteur. Contrairement aux
organophosphorés, les carbamates sont des insecticides de contact et agissent directement
sans oxydation préalable. Ils sont moins utilisés en santé publique & cause de leur colit de
production et leur toxicité souvent trés élevée vis-a-vis des mammiferes (Eldefrawi et al,
1976).

De nos jours, le bendiocarb fait partie des insecticides les plus utilisés en pulvérisation

intradomiciliaire comme alternative aux pyréthrinoides. Au Burkina Faso, depuis 2010 le
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bendiocarb est utilisé¢ dans un site pilote dans le Sud-Ouest du pays, dans le district sanitaire

de Diébougou.

2.3.3.4. Les pyréthrinoides

Les pyréthrinoides sont des modulateurs des canaux sodium voltage-dépendants qui
sont a I’origine de la phase de dépolarisation des potentiels d’action. Les pyréthrinoides sont
des insecticides de contact dits de « troisiéme génération ». IIs ont été classés en deux groupes
selon leur structure chimique et leur mode d’action. Les pyréthrinoides de type II ralentissent
plus longtemps I’inactivation des canaux sodium que ceux de type 1. Les pyréthrinoides de
type I (perméthrine) inactivent les canaux pour provoquer une activité répétitive alors que
ceux de type II (deltaméthrine, lambda-cyhalothrine) la prolongent sur des périodes
suffisamment longues pour que la membrane se dépolarise. Cette dépolarisation cause la perte
de I’excitabilité neuronale (Shafer er al, 2005). Cette action neurotoxique provoque une
transmission répétée ou continue de I’influx nerveux, qui aboutit & des convulsions puis a la
tétanie de I’insecte. Les pyvréthrinoides sont les seuls insecticides recommandés pour
I’'imprégnation des moustiquaires en raison de leur rapidité d’action a faible dose (effet knock-

down ou Kd), leur effet excito-répulsif et leur innocuité pour I’homme (Zaim et al., 2000).

A Tlinterdiction du DDT Dans les années 70, a cause |’apparition de la résistance,
I'utilisation du DDT dans les PID fut stoppée a I’exception de quelques pays en Afrique de
I’Est et Australe (Mabaso et al., 2004). Désormais la pulvérisation intra-domiciliaire utilise
les organophosphorés et les pyréthrinoides quoique I’utilisation du DDT est encore tolérée par
I’OMS en traitement domiciliaire dans certains contexte, comme & Madagascar lors de

I’épidémie de 1988 (Mouchet et al., 1997).
2.3.3.5. Les autres insecticides

2.3.3.5.1. Les bio-larvicides

Ce sont des toxines provenant de microorganismes tels que Bacillus thuringiensis et
Bacillus sphaericus. Ces deux bactéries produisent des toxines qui résistent assez bien a un
stockage prolongé méme en milieu tropical et ne deviennent efficaces que lorsqu’elles sont

ingérées, n’ont aucun effet par contact et sont trés sélectives (revistas.labiofamcuba.com).

-10 -

SOMA Diloma Dieudonné Mémoire de Master 2 INSSA /UPB



2.3.3.5.2. Les régulateurs de croissance d’insectes

Les régulateurs de croissance sont des analogues d’hormones d’insectes. Ils sont

répartis en deux groupes (Gentilini, 1986) :

» Les juvénoides

Ceux sont des analogues de !’hormone juvénile. lls sont actifs sur les derniers stades
larvaires (L3 et L4) et inhibent la nymphose {(empéchent le développement des larves en
pupes viables). Ils limitent également I'éclosion des ceufs. Les juvénoides les plus utilisés sont
le méthoprene et le pyriproyfen (régulateur de croissance d’insecte dans la peinture
insecticide Inesfly®-5A IGR).

» Les ecdysoides

Ils inhibent la formation de I’exosquelette (synthése de la chitine) de la larve aprés mue et
sont actifs sur tous les stades larvaires. L’ecdysoide le plus utilisé en santé publique est le

diflubenzuron.

2.4. La résistance des vecteurs aux insecticides et leurs mécanismes d’action

2.4.1. La résistance métabolique

La résistance métabolique se traduit par une augmentation du métabolisme des
insecticides, généralement par des familles d’enzymes a large spectre de substrat. Cette
augmentation se traduit par une diminution de la quantité d’insecticide atteignant la cible et
donc & une augmentation de la tolérance de I’insecte. Chez les moustiques, trois grandes
familles d’enzymes de détoxication sont fréquemment impliquées dans la résistance aux
insecticides: les mono-oxygénases a cytochrome P450 (CYP), les glutathion S-transférases
(GST) et les carboxyl-estérases (COE) (Hemingway et al., 2004). Ces enzymes sont
surproduites ou modifiées chez les moustiques résistants par rapport aux moustiques sensibles
permettant ainsi un métabolisme ou une dégradation rapide des molécules d’insecticides avant
qu’elles n’exercent leur effet toxique (Hemingway er al.. 2004).

De nos jours, un outil performant existe, le « whole-genome microarray » qui est
utilisé dans la recherche de génes candidats qui pourraient étre associés a cette résistance
métabolique (Muller ef al., 2008b ; Ayres et al., 2011 ; Jones et al., 2012). Récemment il a été
montré que 1’association de la mutation kdr L1014F avec une nouvelle mutation dénommeée

mutation N1575Y augmenterait le niveau de résistance chez des populations d’4n. gambiae
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s.l. (Jones et al., 2011). Cette mutation N1575Y a été reportée chez An. gambiae et An.
coluzzii. dans le Sud-Ouest du Burkina Faso ou les deux mutations kdr L1014F et L1014S
sont déja observées (Dabiré et al., 2012a ; Badolo er al., 2012 ; Jones et al., 2012).

2.4.2. La résistance liée a la modification de la cible

La résistance li¢e a la modification d’une cible s’explique par la substitution d’un ou
de plusieurs acide (s) aminé (s) dans la séquence de la protéine cible suite & une mutation non
synonyme (ffrench-Constant er al., 2004). Ce sont des mécanismes conférant une résistance

croisée a tous les insecticides agissant sur la méme cible.

2.4.2.1. Les mutations kdr L1014F & L1014S

Le canal a sodium voltage dépendant est la cible des pyréthrinoides et du DDT. La
fixation de I’insecticide sur le canal entraine son ouverture et une hyperexcitation neuronale
se traduisant par un phénoméne de paralysie de I’insecte (effet « knock down ») qui peut
conduire & sa mort. Chez les moustiques, plusieurs mutations de ce géne (mutations kdr pour
« knock down resistance ») telles que LI0I4F (substitution d’une leucine par une
phénylalanine en position 1014) et L/0/4S (remplacement d’une leucine par une serine a la
position 1014) entrainent une diminution de I’affinité de I’insecticide & la protéine, conférant
ainsi une résistance accrue aux pyréthrinoides et au DDT. En Afrique de 1’Ouest, la mutation
L1014F est fréquemment retrouvée dans les populations d’An. gambiae s.l. (Martinez-Torres
et al., 1998) alors que la mutation L1014 est plus fréquente chez les populations d’Afrique
de I’Est (Ranson ef al., 2000).

Cependant, la résistance aux pyréthrinoides a été détectée pour la premiére fois chez
An. gambiae au Burkina Faso en 1999 (Chandre er al., 1999a). D’autres investigations plus
poussées ont établi une corrélation entre la distribution de la mutation kdr L1014F et I’usage
agricole des pyréthrinoides contre les ravageurs dans le bassin cotonnier du pays (Diabaté er

al. 2002 ; Dabiré et al., 2009a & b, 2012a).

2.4.2.2. La mutation Ace-1 G1168

L’acétylcholinestérase, codée par le géne Ace-1, est la cible des insecticides de type
organophosphoré (OP) et carbamate (CX). Ces insecticides se fixent sur I’enzyme qui n’est

alors plus capable de dégrader I'acétylcholine inter-synaptique. Le signal transmis par le
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neurotransmetteur sur son récepteur n'est plus interrompu, ce qui conduit a une
hyperexcitation post-synaptique et a la mort de I'insecte (Massoulié et al., 1993). Cette
mutation du géne codant I’acétylcholinestérase résulterait d’un remplacement de la glycine
par la serine au niveau du segment 119 (mutation G119S) de 1’enzyme, entrainant ainsi une
diminution de I’affinité de I’AChE vis-a-vis de I’insecticide (Weill et al., 2003, 2004).

A Vinstar des pyréthrinoides, en Afrique le premier cas de résistance des vecteurs aux
organophosphorés et carbamates (OP/CX) a été¢ observé chez An. arabiensis vis-vis du
malathion et du phenthoate au Soudan (Hemingway, 1983). Par la suite cette résistance a été
mise en évidence en Cote d’Ivoire au sein des populations d’4n. gambiae (N’Guessan et al.,
2003). Aussi, cette mutation a été trouvée a une trés faible fréquence chez An. coluzzii a
Parakou au Bénin (Corbel er al., 2007) et & des fréquences plus élevées chez d’4n. gambiae et

An. coluzzii dans le Sud-ouest du Burkina Faso (Dabiré er al., 2009b).

2.4.3. La résistance comportementale
Une modification du comportement en réponse a I’exposition aux insecticides peut
conduire a une meilleure survie des insectes. L’insecte irrité par I’insecticide s’envole plus ou
moins rapidement en évitant les surfaces traitées. On parle alors de « comportement
d’évitement » (Hamon et al., 1963). Cependant, ce type de mécanisme de résistance reste

relativement difficile & étudier et peu d’études sont disponibles.

2.4.4. La résistance cuticulaire
Elle désigne toute modification chimique de la cuticule de I’insecte entrainant une
réduction de la pénétration de I’insecticide dans ’organisme aboutissant & une meilleure

protection des individus (Plapp et al., 1984).

Aux regards des limites d’efficacité, de I’apparition de nouvelles mécanismes de résistance
et des contraintes opérationnelles des moyens de lutte anti vectorielle, il est donc nécessaire
de trouver i) d’autres molécules notamment certains pyréthrinoides jusque-la peu ou pas
encore testés, ii) des combinaisons de pyréthrinoides avec d’autres insecticides non
pyréthrinoides (CM et les OP) qui offriraient plus de possibilités d’utilisation tels les peintures
insecticides (Asidi er al, 2005) ou méme le DEET (Pennetier et al., 2005, 2007). Ces

combinaisons, utilisées en mosaique ou en mélange. pourraient induire un effet synergique et
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améliorer significativement 1’action des pyréthrinoides (Hougard er al., 2003). Elles peuvent
étre vulgarisées comme outil de Iutte opérationnelle et de gestion de la résistance aux

pyréthrinoides.
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I1I- MATERIEL ET METHODES

3.1. Le site d’étude

La Vallée du Kou (VK) est une zone rizicole située a une trentaine de kilometres au
Nord de Bobo-Dioulasso (Sud-Ouest du Burkina Faso). Aménagée depuis 1972, elle regroupe
sept (7) quartiers rizicoles (Figure 2) avec une population estimée a 22244 habitants
(INSD/RGPH, 2006) sur une superficie de 1200 ha. Cette étude a €té réalisée au quartier
numéro 1 (VK 1). En raison du systeme d’irrigation et de la disponibilité en eau, les rizieres
offrent aux culicidés des gites de développement larvaire hautement productifs et quasi
permanents. Dans cette zone la transmission du paludisme a la Vallée du Kou est assurée par
An. gambiae s.l. (Baldet et al., 2003). Cependant, la résistance d’An. gambiae s.l. aux
pyréthrinoides et au DDT a été observée et s’est généralisée a toutes les classes d’insecticides
avec une fréquence trés élevée de la mutation kdr-L1014F (Dabiré et al., 2008 & 2009b ;
Namountougou et al., 2012). Le choix de ce site se justifie en grande partie par cette situation

de résistance des vecteurs aux pyréthrinoides.

BURKINA FASO

CUABADOUGOY
‘T Sama
L}

BoBo
OULASEO

\\

* Bama (Vallee du Kou)
Grande ville

— Route nationale

E Quartier d'étude

Piste

_ Cours d'eau

! —— Fleuve Kou
Autre quartier

[ | Riziere

] Plan d'eau

Source. BNOT 2002, Googls Earth 2012 G204 A A MILLOGO

Figure 2 : Localisation de la zone d’étude.
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3.2. Présentation de la peinture insecticide Inesfly®-5A IGR

La peinture insecticide Inesfly“-5A IGR est une peinture de type vinylique avec une base
aqueuse contenant du carbonate de calcium (CaCOs;). Elle est composée deux
organophosphorés (chlorpyriphos 1,5% et diazinon 1,5%), d’un régulateur de croissance

d’insecte (pyriproxyféne 0,063%) incorporés dans des microcapsules de résine.

Figure 3: Présentation de la peinture insecticide Inesfly®-5A IGR

3.3. Les configurations de I’étude (design expérimental)

La peinture insecticide a été appliquée sur des baches en plastique & une concentration
de 1kg/6m? sur les plafonds et les %4 supérieur des murs. Les maisons choisies de fagon
aléatoire ont été peintes a I’intérieur avec une ou deux couches de peinture. Les différentes

configurations ont €té réalisées en duplicata selon deux groupes :

3.3.1. Les maisons témoins (n=4 maisons)

e Témoin sans traitement (n=2) ;

e Peinture simple (sans insecticide) : 2 couches sur murs et plafond (n=2).

3.3.2. Les maisons traitées (n=12 maisons)

e Peinture simple + Peinture Insecticide 1 couche sur murs (P. PI1CM) (n=2);
e Peinture simple + Peinture Insecticide 1 couche sur murs et plafond (P.
PV/1CMP) (n=2);

e Peinture Insecticide : 1 couche sur murs (PI/1CM) (n=2) ;
-16 -
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e Peinture Insecticide : 1 couche sur murs et plafond (PI/1CMP) (n=2) ;
¢ Peinture Insecticide : 2 couches sur murs (PI/22CM) (n=2) ;

¢ Peinture Insecticide : 2 couches sur murs et plafond (PI/1CMP) (n=2).

3.3.3. Estimation du prix d’achat de la peinture insecticide utilisée

Les maisons sélectionnées avaient en général des superficies de 1,9 m? et 2,9 m?
respectivement pour une unité (01) de couchage et deux (02) unités de couchages. Le prix
d’une boite de 10 Kg de peinture insecticide s’élevait a 140 000 FCFA. Nous avons utilisé
pour les maisons ayant regues de la peinture insecticide (n=12) environ 35 Kg de peinture,

dont le prix d’achat a été estimé a 490 000 F CFA.
3.4. Les travaux de terrain

3.4.1. La collecte des moustiques dans les maisons traitées et témoins

La collecte des moustiques adultes a été effectuée pendant 4 jours successifs par mois,
de juin a décembre 2013 a VK 1. Elle a été réalisée par les captures en faune résiduelle (CFR)
a D’intérieur des maisons a 1’aide des aspirateurs a bouche pour les moustiques vivants et par
des pinces pour les morts. Les moustiques collectés ont été mis en observation pendant 24
heures dans des gobelets individuels avec du jus sucré (glucose 5%) pour la lecture de la
mortalité différée. Aprés I’identification morphologique grace a la clé de Gillies & Coetzee
(1987), les femelles d’An. gambiae s.l. ont été conservées dans des tubes de 1,5 millilitre
contenant du silicagel jusqu’a leur analyse au laboratoire. Sur chaque tube, on notait les
références des femelles et leur état physiologique (morte ou vivante, a jeun ou gorgee).

Ces collectes ont permis de calculer deux indicateurs entomologiques que nous avons
utilisés pour évaluer 1’efficacité et la rémanence de la peinture insecticide:

o effet dissuasif (déterrent), cet indicateur a été obtenu en comparant le nombre de

moustiques collectés dans les maisons traitées par rapport aux maisons témoins ;

e taux de mortalité, ce dernier a été obtenu en comparant le nombre de moustiques

morts par rapport au nombre total de moustiques capturés dans la maison.
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3.4.2. L’¢évaluation de la rémanence de la peinture insecticide

La rémanence de la peinture insecticide a été évaluée chaque mois par les tests en cone
OMS (WHO, 1998). Ces tests ont été réalisés avec An. gambiae « Kisumu », souche sensible
de référence maintenue en élevage a l'insectarium de I’IRSS/Centre MURAZ et avec une
souche « sauvage » d’An. gambiae s.i. Les larves d’An. gambiae s.l. « sauvage » ont été
collectées dans des gites a I’aide d’une louche a VK 1 et ramenées & I’insectarium de
’'IRSS/Centre MURAZ ou elles ont été élevées jusqu’au stade adulte. Aprés émergence, les
femelles ont ét€ utilisées pour les bio-essais (WHO, 1998).

Pour chaque maison, 10 femelles d’An. gambiae a jeun, agées de 2 a 5 jours ont été
introduites dans 5 cones, dont 4 fixés sur les 4 murs et | sur le plafond a I'intérieur de la
maison pendant 30 minutes. Apres cette exposition, les moustiques ont €té transférés dans des
gobelets et amenés au laboratoire pour étre mis en observation pendant 24 heures. Ils ont été

nourris au glucose 5%. Le pourcentage de mortalité a été déterminé au bout de 24 heures.

3.5. Les analyses au laboratoire

3.5.1. Les tests de sensibilité aux insecticides

La sensibilité des populations d’An. gambiae s.I. a été testée avec les trois familles
d’insecticides utilisés en santé publique (WHO, 1998) (Figure 4). Elle a été comparée a celle

de la souche d’An. gambiae « Kisumu » utilisé comme témoin sensible. Il s’agit de :

e un pyréthrinoide (PY): la perméthrine 0,75% ;

e un carbamate (CX): le bendiocarb 0,1% ;

e deux organophosphorés (OP): le fénitrothion (Féni) 1% et le pyrimiphos-méthyl
(PM) 0, 25%.

Pour chaque test, quatre (4) lots de moustiques ont été exposés a I'insecticide (papier
imprégné de I'insecticide a tester a la dose diagnostique) et un lot témoin exposé au papier
contenant I’adjuvant ayant servi a I’imprégnation (sans insecticide). Chaque lot comprenait 25
femelles d’4n. gambiae s.I. Pendant I’exposition a I’insecticide qui durait une heure, les
moustiques assommés étaient dénombrés a intervalles de temps réguliers ou temps de kd de 5
minutes (WHO, 1998). Au terme de cette période, les moustiques étaient a nouveau transférés

dans des tubes d’observation et laissés en position verticale. le taux de mortalité différée était
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calculé au bout de 24 heures. Pour que le test soit validé, la mortalité dans les tubes témoins
devait étre inférieure a 20%. Si celle-ci était comprise entre 5 et 20%, la mortalité des traités
était corrigée selon la formule d’Abbott (Abbott, 1925). Si elle était supérieure a 20%, le test
n’était pas validé et devait étre recommencé. La sensibilité des populations locale d’A4n.
gambiae s.I. de VK 1 a été comparée a celle de la souche sensible de référence d’An. gambiae
Kisumu. Les taux de mortalité ont été interprétés selon les critéres proposés par I’OMS

(WHO, 1998):

e Population résistante = mortalité < 8§0% ;
e Résistance intermédiaire ou résistance probable = 80% < mortalité¢ < 98% ;

e Population sensible = mortalité > 98%.

% de mortalité dans le lot exposé - % de mortalité dans le lot t¢émoin

Mortalité corrigée =
100 - % de mortalité dans le ot témoin

Méthode

- Femelles a jeun de 2-5 jours
(4 répliques / n=100)
- Papiers imprégnés :
Perm 1%, Bendio 0,1%, Féni 1%, PM 0,25%

- Interprétation aprés la mortalité de 24h
- Sensible : 98-100%
- Résistance probable : 80-98%
- Résistance : <80%

Figure 4: Différentes étapes du test de sensibilité en tube OMS (WHO, 1998)

3.5.2. Les analyses moléculaires

Trente spécimens (vivants et morts) ont été choisis de fagon randomisée par bras
toutefois en les regroupant par dosage d’insecticide (1 couche ou 2 couches) et par date pour

les analyses moléculaires. L’ADN génomique a été extrait dans du CTAB 2% (Annexe 1).
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3.5.2.1. L’identification des espéces du complexe gambiae
L'amplification en chaine par polymérase ou réaction en chaine par polymérase (PCR)
pour I’identification d’especes d’An. gambiae s.1. rencontrées a VK 1 a été réalisée selon le

protocole de Santolamazza et al. (2008) (Annexe 2).

3.5.2.2. La caractérisation des génes de résistance

La recherche des génes de résistances kdr a été réalisée suivant le protocole de
Martinez-Torres et al. (1998) (Annexe 3) pour la mutation kdr de I’ Afrique de 1'Ouest et la
mutation Ace-I18 G1168S selon le protocole de Weill et al. (2004) (Annexe 4).

3.6. Les analyses statistiques et le traitement des données

Les données ont été saisies a 1’aide du logiciel Microsoft Excel version 2013 et analysées
a 'aide du logiciel GraphPad Prism version 5.00 afin de comparer deux a deux la
configuration des maisons mais aussi entre les témoins et traitées pour chaque indicateur
entomologique. La comparaison a été faite par une analyse de variance (ANOVA) a deux
facteurs (traitement et temps) en utilisant la correction de Bonferroni avec un intervalle de
confiance de 95% et le test -exact de Fisher. La valeur de p < 0,05 a été fixée comme seuil de
significativit¢ a 95% d’intervalle de confiance. La fréquence allélique de chacune des
mutations kdr et Ace-I1% a été calculée suivant la formule F(R) = (2RR + RS)/2n avec n =
effectif total de la population en utilisant le logiciel GenePop version 4. Les calculs des

paramétres induits par les traitements insecticides ont été faits comme suit :

o effet dissuasif = nombre de femelles «témoin»—nombre de femelles «traité» x 100

Nombre femelles du témoin

e taux de mortalité = nombre de femelles morts dans la maison x 100

Nombre total de femelles collectés

Mortalité corrigée = mortalité « traitées » — mortalité «témoins» x 100

100 — mortalité « témoin »

3.7. Les considérations éthiques
Le protocole de recherche a ét€ examiné et validé par le comité d’éthique institutionnel

du Centre MURAZ.
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IV- RESULTATS

4.1. Le taux d’entrée et ’effet dissuasif

Au total 2048 femelles d’An. gambiae s.1. ont été collectées dans les maisons témoins
(sans traitement insecticide), contre 501, 1945 et 874 dans les maisons traitées respectivement
avec la peinture simple, la peinture insecticide une couche et deux couches de juin a décembre
2013 (Tableau I).

A T’exception des trois premiers mois (TO a T3) de I’évaluation, toutes les maisons
traitées ont montré un effet dissuasif positif avec une réduction du taux d’entrée variant entre
60 & 90% jusqu’au 5°™ mois comparativement aux maisons témoins (Tableau I). Quant 4 la
dose d’insecticide appliquée (nombre de couches), les maisons traitées seulement avec « une
couche» ont monté un effet dissuasif similaire entre elles mais supérieur a celui des maisons
traitées avec « deux couches » et celles traitées avec de la peinture simple plus de peinture

insecticide (Figure 5).

Tableau I : Effet dissuasif (déterrent) induit par les traitements contre An. gambiae s.[

Temps  Lemoin Peinture o, o o0t b pICMP  PVICM  PUICMP  PI2CM  PI2CMP
neutre simple

TO - 45 -109 50 -27 27 - 4]
T1 - 7 62 =20 2 73 29 8

T2 - 6 40 -25 80 3 -34 27
T3 - 86 74 71 91 92 64 88
T4 - 89 66 83 92 86 74 89
TS5 - 73 54 74 78 80 39 78
T6 - 57 -414 0 -29 -57 -600 -29

Toml, 2048  501° 709° 919°® 202° 115° 465° 409"
collecté

T0 (0) a T6 (6) mois aprés le traitement. P : peinture ; PI : peinture insecticide ; CM : Couche sur Mur; CMP :
Couche sur Mur et Plafond. (-) : non déterminé. Les nombres en ligne avant la méme lettre en exposant ne sont
pas statistiquement significatif (p > 0,05). Test ANOVA et test -exact de Fisher de suivi de la correction de
Bonferroni
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P : peinture ; Pl : peinture insecticide ; CM : Couche sur Mur, CMP : Couche sur Mur et Plafond

Figure S : Comparaison des effets dissuasifs globaux induits par les traitements contre

An. gambiae s.l

4.2. Le taux de mortalité

Les mortalités observées dans les maisons traitées avec la peinture insecticide étaient
comprises entre 98 et 100%, sauf la combinaison « peinture insecticide une couche sur mur »,
ot la mortalité a été¢ de 60% au 5™ mois (T5) apres le traitement. Les mortalités dans les
maisons traitées étaient statistiquement plus significatives par rapport aux témoins (p<0,0001)
sauf au 2°" mois apres le traitement (Figure 6).

Ainsi, nous avons observé une forte proportion de moustiques morts dans les maisons
traitées avec la peinture insecticide (98 a 100%) (Figure 7A). En revanche, ceux collectés
dans les maisons témoins étaient presque tous vivants (0 a 3% de mortalité), & I’exception des
maisons traitées avec la peinture simple ou la mortalité était élevée uniquement au trois
premiers mois (75 a 100%) (Figure 7A). Par ailleurs, tous les moustiques gorgés collectés
dans les maisons traitées avec la peinture insecticide étaient morts (100% de mortalité)
(Figure 7B). Aussi, nous avons obtenu des résultats similaires avec les moustiques a jeun

collectés a I'intérieur des maisons (Figure 7C).
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P : peinture ; PI : peinture insecticide ; CM : Couche sur Mur; CMP : Couche sur Mur et Plafond,

Figure 6 : Taux de mortalité obtenu avec les populations sauvages d'4n. gambiae s.1.
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Figure 7 : Proportion d’An. gambiae s.1. collectés morts ou vivants (A), gorgés (B) et a
jeun (C)
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4.3. La rémanence de la peinture insecticide

Les mortalités observées dans les maisons traitées étaient comprises entre 98 et 100%
avec 2 la fois la souche d’4n. gambiae « Kisumu » et An. gambiae « sauvage », 6 mois apres
I’application de la peinture insecticide (Figure 8). Les mortalités observées dans le lot des
témoins étaient supérieures a 5%. La mortalité des traités a donc été corrigée par la formule

d’Abott.

Wm0 o7 T2 T3 MmTA TS -Ts]
lOO_A:Kisumu =

oI
A

Témoin P.simple PPIICM P.PVICMP P1/ICM P1/ICMP P1/2CM PI2CMP

=3
=]

80

60 -

40 1

Taux de mortalité (%)

20 A

P : peinture ; Pl : peinture insecticide ; CM : Couche sur Mur; CMP : Couche sur Mur et Plafond
Figure 8 : Taux de mortalité d’An. gambiae « Kisumu » et « sauvage » de la VK 1
4.4. La sensibilité d’An. gambiae s.l. aux insecticides

Les taux de mortalité de 100% ont été obtenus avec le fénitrothion 1% et le pirimiphos
methyl 0,25% qui sont tous deux des organophosphorés avec les populations sauvages d’An.
gambiae s.1. de VK | (Figure 9). Par contre, avec la perméthrine 0,75% et le bendiocarb 0,1%

les mortalités étaient respectivement de 15% et de 53% (Figure 9).
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Figure 9: Sensibilité d’An. gambiae s.I. VK 1 aux insecticides
4.5. Les analyses moléculaires

4.5.1. La composition spécifique d’ An. gambiae s.l. a VK 1

Au total, 769 An. gambiae s.l. ont été analysés par PCR pour I'identification des
espéces. An. gambiae s.l. était exclusivement composé par An. coluzzii (100%) au sein de

notre échantillon testé et ce pendant les six mois d’évaluation (Tableau II).
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Tableau II: Composition spécifique d’ An. gambiae s.l. 3 VK 1

Traitements Mois Total An. gambiae An. coluzzii An. arabiensis

N % N % N Y%

Témoin TO 30 0 0 30 100 0 0
T1 30 0 0 30 100 0 0

T2 30 0 0 30 100 0 0

T3 30 0 0 30 100 0 0

T4 30 0 0 30 100 0 0

TS 23 0 0 23 100 0 0

6 7 0 0 7 100 0 0

Peinture simple TO 30 0 0 30 100 0 0
T1 30 0 0 30 100 0 0

T2 - 30 0 0 30 100 0 0

T3 29 0 0 29 100 0 0

T4 26 0 0 26 100 0 0

TS 30 0 0 3 100 0 0

T6 15 0 0 15 100 0 0

PI une couche TO 30 0 0 30 100 0 0
T1 30 0 0 30 100 0 0

T2 30 0 0 30 100 0 0

T3 30 0 0 30 100 0 0

T4 30 0 0 30 100 0 0

TS 30 0 0 30 100 0 0

T6 13 0 0 13 100 0 0

PI deux couches 10 30 0 0 30 100 0 0
TT 30 0 0 30 100 0 0

T 30 0 0 30 100 0 0

T3 30 0 0 30 100 0 0

T4 30 0 0 30 100 0 0

TS 24 0 0 24 100 0 0

T6 32 0 0 32 100 0 0

N: nombre de moustiques, P1 : Peinture insecticide
Juin (T0) a Décembre (T6) aprés l'application de la peinture.
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4.5.2. La distribution des génes de résistance chez les populations An. coluzzii

4.5.2.1. Les fréquences alléliques de la mutation kdr L1014F
La fréquence de la mutation kdr de I’Afrique de 1’Ouest (kdr L1014F) était en

moyenne supérieure a 60% (Tableau II1) durant toute 1"étude. En outre aucune différence n’a
¢té observée entre les maisons traitées et témoins d'une part, d"autre part entre les maisons

traitées (p=0,2342).

4.5.2.2. La fréquence de la mutation Ace-1¥

La mutation Ace-I% a été détectée a de trés faibles fréquences (1 a 2%) a VK 1 de
fagon générale. En comparant les traitements entre eux et avec le témoin, aucune différence

significative n’a été observée (p=0,2500) (Tableau V).
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Tableau III : Distribution de la fréquence des mutations kdr L1014F chez An. coluzzii

Génotypes
10141, 1014L 1014F
Traitement Mois N 10141 1014F 1014F f(1014F) p(HW)  [95%CI]
Témoin TO 30 7 3 20 0,717 0,0001  [0,00-0,18]
T1 30 0 0 30 0,98 - [0,93-1,03]
T2 30 11 2 17 0,6 0 [0,42-0,78]
T3 31 8 3 20 0,694 0 [0,53-0,86]
T4 30 7 0 23 0,767 0 [0,62-0,92]
T5 25 5 0 20 0,8 0 [0,64-0,96]
T6 7 1 0 6 0,857 0,0769  [0,60-1,12]
Peinture simple TO 10 1 1 8 0,85 0,1579  [0,63-1,07]
T1 29 0 0 29 0,98 - [0,93-1,03]
T2 30 4 1 25 0,85 0,0001  [0,72-0,98]
T3 30 3 0 27 0,9 0,0001  [0,79-1,01]
T4 30 5 0 25 0,833 0 [0,70-0,97]
T5 30 10 3 17 0,617 0 [0,44-0,79]
T6 15 7 0 8 0,533 0 [0,28-0,79]
PT une couche TO 30 3 0 27 0,9 0,0001  [0,79-1,01]
T1 28 1 0 27 0,964 - [0,89-1,03]
T2 30 4 3 23 0,817 0,0017  [0,68-0,96]
T3 31 6 1 24 0,79 0 [0,65-0,93]
T4 29 3 6 20 0,793 0,0659  [0,65-0,94]
T5 30 4 7 19 0,75 0,0481  [0,60-0,90]
T6 28 12 5 11 0,482 0,0006  [0,30-0,67]
PI deux couches TO 30 4 0 26 0,867 0 [0,75-0,99]
Tl 31 0 0 31 0,98 0 [0,93-1,03]
T2 30 4 0 26 0,867 0 [0,75-0,99]
T3 31 9 0 22 0,71 0 [0,55-0,87]
T4 29 3 0 26 0,897 0,0001  [0,79-1,01]
T5 30 4 10 16 0,7 0,3784  [0,54-0,86]
T6 32 15 5 12 0,453 0,0001  [0,28-0,63]
N: nombre de moustiques, Pl: Peinture Insecticide
f(1014F): fréquence allélique de la mutation kdr 1014F
p(HW): probabilité de test exact de I’équilibre d’Hardy-Weinberg
[95%CI]: intervalle de confiance a 95%; « -»: non déterminé
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Tableau IV : Fréquences alléliques et génotypes de la mutation Ace-1¥ chez An.

coluzzii
Génotypes
119G 119G 1198
Traitement Mois N 119G 1195 119S f(119S) [95%CI] p(HW)
Témoin TO 30 25 5 0 0,083 [0,00-0,18] ]
T1 30 30 0 0 0 - -
T2 30 30 0 0 0 - -
T3 30 30 0 0 0 - -
T4 30 30 0 0 0 - -
T5 23 21 2 0 0,04 [0,00-0,12] 1
T6 7 7 0 0 0 - -
Peinture simple TO 30 30 0 0 0 - -
Tl 30 30 0 0 0 - -
T2 30 30 0 0 0 - -
T3 29 29 0 0 0 - -
T4 26 26 0 0 0 - -
TS5 30 30 0 0 0 - -
T6 15 15 0 0 0 - -
PI une couche TO 30 30 0 0 0 - -
T1 30 30 0 0 0 - -
T2 30 30 0 0 0 - -
T3 30 30 0 0 0 - -
T4 30 30 0 0 0 - -
T5 30 30 0 0 0 - -
T6 13 13 0 0 0 - -
PI deux couches TO 30 30 0 0 0 - -
Tl 30 30 0 0 0 - -
T2 30 30 0 0 0 - -
T3 30 30 0 0 0 - -
T4 30 30 0 0 0 - -
T5 24 24 0 0 0 - -
T6 32 28 4 0 0,062 [0,00-0,15] 1
N: nombre de moustiques, P : Peinture, P1: Peinture Insecticide
f(119S): fréquence allélique de la mutation Ace-/ 119S
p(HW): probabilité de test exact de I’équilibre d"Hardy-Weinberg
[95%Cl]: intervalle de confiance a 95%; « -»: non déterminé
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V- DISCUSSION

5.1. Le taux d’entrée des moustiques et I’effet dissuasif

Dans notre étude un effet dissuasif global a été observé, ce qui n’est pas toujours le cas
avec les OP qui n’ont pas d’effet répulsif. En effet, nos résultats concordent avec ceux de
N'Guessan er al. (2010) et Assidi ef al. (2005) qui ont montré des effets dissuasifs lors d’un
essai avec un OP en cases expérimentales. Par contre une étude réalisée au Bénin avec la
méme peinture insecticide (& base d’OP) n’a pas induit d’effet dissuasif contre An. gambiae

(Mosqueira et al., 2010b).

5.2. L’efficacité et la rémanence de la peinture insecticide

Pour lutter contre les moustiques nuisibles et vecteurs de maladies, le choix d’un
insecticide n’est pas toujours facile pour les responsables de la santé. Ils doivent intégrer les
notions d’efficacité des traitements, leur non toxicité sur I’homme ainsi que le rapport
colt/efficacité (Darriet et al., 2002).

Ainsi, plusieurs €tudes sur la tolérance et la toxicité de la peinture insecticide Inesfly ont
été faites. Les résultats ont été encourageants (CIDIEM, 2003 ; Mosqueira et al., 2010a).

De nos résultats, il ressort que toutes les maisons traitées présentent une bonne
rémanence et une bonne efficacité de I'insecticide (98-100%) pendant six mois dans un milieu
ou les vecteurs sont résistants aux pyréthrinoides et aux carbamates. Par contre la mortalité
observée dans les maisons « peinture simple » serait due a ’irritabilité de la peinture qui s’est

dissipée progressivement au cours des mois.

5.3. La sensibilité des vecteurs aux insecticides

Par ailleurs, les résultats des tests en tubes OMS, ont montré que la population sauvage
de VK 1 est sensible au fénitrothion et au pyrimiphos methyl (organophosphorés). Cependant,
elle présente une résistance au bendiocarb (carbamate) et a la perméthrine (pyréthrinoide).
Ces résultats confirment le fait que la zone d’étude est une zone de résistance aux
pyréthrinoides et aux carbamates confirmant les résultats de plusieurs études antérieures

menées dans la méme zone (Dabiré et al., 2009a&b).
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5.4. La composition de la faune vectrice

Les résultats de nos analyses ont montré qu'An. coluzzii était la seule espéce rencontrée
pendant la période de I’étude (juin & décembre). Cette quasi-dominance d’4n. coluzzii serait
due a la présence des gites larvaires constitués principalement par les casiers rizicoles, les
collections d’eau permanentes et semi-permanentes (canaux d’irrigation, retenue d’eau, caves
de briques, etc) favorables au développement de cette espéce (Touré er al., 1998). Aussi sa
plasticité comportementale lui permettrait de se développer toute I’année malgré la trés forte
pression de prédateurs dans les gites (Diabaté er al., 2008 ; Gimonneau et al., 2010).

En outre, malgré la pression anthropique, le changement du milieu naturel, la
composition des vecteurs n’a pas beaucoup varié depuis les travaux de Diabaté et al (2002)

dans cette zone rizicole.
5.5. La distribution des génes de résistance

La mutation kdr L1014F a été observée au cours de I’étude, avec des fréquences
supérieures a 80% quel que soit le mois a I’exception du T6 pour certains bras. La forte
fréquence du gene kdr LI1014F observée (plus de 80%) serait due, a la pression des
insecticides utilisés dans les pratiques agricoles (riziculture, maraichage) et en hygi¢ne
domestique (utilisation croissante des tortillons, des MILDA). De plus, cette situation serait
due a ’augmentation du niveau de résistance des vecteurs du paludisme aux insecticides qui
s’est généralisée ces derniéres années a toutes les familles d’insecticides utilisés en LAV au

Burkina Faso (Dabiré ef al., 2012a).

Quant a la mutation Ace-1, elle a été détectée avec des fréquences faibles (1 a 2%). Nos
résultats différent avec plusieurs études réalisées au Burkina (Dabiré er al., 2008, 2012a) qui
ont montré une fréquence relativement élevée de cette mutation Ace-/ chez les populations
sauvages d’An. gambiae s.[. Apparemment, on assisterait a une baisse des fréquences de cette
mutation qui pourrais étre liée au changement du schéma de traitement agricole qui €tait en
vigueur il y a dix ans et qui utilisait plus d’organophosphorés.

La recherche d’alternatives aux pyréthrinoides est un axe de recherche majeur de la lutte
anti-vectorielle depuis quelques années car la résistance & ces insecticides s’est généralisée

dans plusieurs pays et peuvent éire un obstacle pour I'atteinte des objectifs des programmes
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nationaux de lutte contre le paludisme (Hemingway er al., 2006). Nos résultats ont montré que
la peinture insecticide n’induit aucune sélection différentielle des fréquences des genes de
résistance kdr et Ace-1% entre les maisons témoins et les maisons trajtées avec la peinture
insecticide (p=0,2). En outre, le niveau de la mutation Ace-I% était trés faible et aucune
différence n’a été observée entre les traitées et le témoin ceci témoigne d’une non sélection de
résistance par cette peinture insecticide (OP) ce qui lui confére un avantage pour son
utilisation future. Mais, il serait trés précoce de parler de la non sélection des génes de

résistances par la peinture insecticide car le délai de six mois serait courte.
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VI- CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les résultats de cette étude obtenus au bout de six (6) mois sont d’autant plus
encourageants (100% d’efficacité), quoique au Bénin, ils ont continué d’observer une bonne
efficacité (80%) au bout de 12 mois en cases expérimentales. En plus, la peinture insecticide
qu’elle soit appliquée en une couche ou deux couches nous obtenons le méme niveau
d’efficacité. Par ailleurs, cette peinture insecticide offre une approche opérationnelle
différente de la pulvérisation intra-domiciliaire, en ce sens que son application ne requiert pas
de personnel qualifiés ni d’équipements spéciaux. Ces atouts en font un outil prometteur de
lutte anti-vectorielle qui pourrait étre utilisée de fagon intégrée contre les vecteurs résistants

aux pyréthrinoides et aux carbamates.
Il serait intéressant en perspectives de :

» évaluer a I’échelle communautaire ’acceptabilité par la population de la peinture
insecticide par rapport aux autres outils de lutte tels que les MILDA ou les PID ;

> utiliser contre d’autres vecteurs tels que les Aedes vecteurs de la dengue et les
culicidés causant la nuisance ;

» évaluer son impact sur la transmission du paludisme.
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VilI- ANNEXES

Annexe 1: Protocole d’extraction d’ADN au CTAB 2%
Myriam et Cécile, avril 2003

—

Broyer chaque moustique dans 200 pul de CTAB 2% ;

Mettre au bain marie 65°C pendant 5 minutes ;

Ajouter 200 pl de chloroforme — Mélanger par inversion ;

Centrifuger 5 minutes a 12000 rpm. a température ambiante ;

Prélever la phase supérieur et la mettre dans un autre tube ;

Ajouter 200 ul d’Isopropanol sur ce surnageant — Bien mélanger par inversion ;
Centrifuger 15 minutes a 12000 rpm a température ambiante ;

Vider I’Isopropanol, bien égoutter et ajouter 200 ul d’Ethanol 70% ;

R T IR R VI

Centrifuger 5 minutes, 12000, température ambiante;

. Vider I’Ethanol et laisser au moins 20mn a température ambiante;

[
o

. Sécher le culot 10 minutes environ au speed-vac ;

—_—
—_—

. Reprendre dans 20 pl d’H,0 — ne pas vortexer — Laisser suspendre sur la paillasse

—
[\®)

toute la nuit (ou une % journée).

13. Conserver I’ADN a -20°C pour les analyses PCR

Préparation du CTAB 2%

- Réactifs Volume  Concentration finale )
_ IMTrisHClpH80  100ml ~~ 100mM
. OSMEDTA = 20ml 10mM
NaCl _ 818g l4aM

CtaB* ~ 20g 2%

Eau distille Qseir.

“*Cetyltrimethyl ammonium bromide
Mélanger sous agitateur magnétique. Conserver a température ambiante.

[
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Annexe 2 : Détection du gene SINE 200X 6.1 locus

PCR to analysis the insertion polymorphism of a nearly 200 bp-long Short INterpersed.
Element (SINE 200) locus, within the sexual chromosome X of Anopheles gambiae molecular

forms.

Référence: Santolamazza e al., 2008

Amorces:

S200X 6.1F: TCG-CCT-TAG-ACC-TTG-CGT-TA;
S200X 6.1R: CGC-TTC-AAG-AAT-TCG-AGA-TAC

Mélange réactionnel pour P’amplification (Master mix) pour un volume final de 15 pl

Réactifs Concentratlon finale “ Volumeaprelever -
Tampon (Buffer) - 35X . 3ul
‘MgCly . 25mM - 06ul
dNTP - 5mM 06;11) -
PrimerF 20 uM ' 075l -
PrimerR . 20 uM o 0,75ul

Eau ultra pure | . R 7 6,725 ul 7
ﬁ’f‘;qpli)“ﬁr& pi(-)-l*yim;erase - 5U/ ul 0, 075 u‘l

DNA template o 2,5 ul

Amplification :
10” [30%, 30, 60*] 35¢ @ 54°C

Taille des bandes attendues

An. coluzzii 479bp (présence du gene Sine 200x 6.1)
An. gambiae, An. melas, An. quadriannulatus: 249bp (absence du gene Sine 200x 6.1)
An. arabiensis: 223bp (absence du géne Sine 200x 6.1)

I
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Annexe 3 : Diagnostic de la mutation kdr de I’ Afrique de ’Ouest

Polymorphisme dans un géne codant pour un canal a Sodium, associé a la résistance au DDT

et aux pyréthrinoides
Référence : Martinez-Torres D ef al., 1998
Amorces:

e DI ATAGATTCCCCGACCATG

e D2 AGACAAGGATGATGAACC

e D3 AATTTGCATTACTTACGACA
e D4 CTGTAGTGATAGGAAATTTA

Mélange réactionnel pour I’amplification (Master mix) pour un volume final de 15 pl

Réactifs
Tampon (Buffer) 5X

Primer D1 10 uM
“Primer D2 R 10 uM
‘PrimerD3 10 uM
PrimerD4 - 10pM

Eau ultra pure

mfaq DNAPol;rm rase

55U/l
DNAtmpae I

Amplification :
3’ [30%, 30%, 10*] 35¢ @ 55°C

Taille attendue
D1/D2 : 293 bp
D1/D3 : 195 bp Résistant
D2/D4 : 137 bp Sensible

Concentration finale

Volume a prélever
25l

O,Spl‘

0,3 ul
] ul

| plr e

635 p [

HI
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Annexe 4 : Diagnostic de la mutation Ace-1 chez Anopheles gambiae s.1.

Polymorphisme dans le géne Ace-I qui code pour I’acéthylcholine estérase Achel. La
mutation se situe au niveau de ’AA 119, qui est une Gly chez les susceptibles et une Ser chez

les résistants.
Référence: Weill M et al., 2003
Amorces

¢ Ex3AGdir GATCGTGGACACCGTGTTCG
e Ex3AGrev AGGATGGCCCGCTGGAACAG

Mélange | reactlonnel pour l’ampllﬁcatlon (master mix) pour un volume final de 25 pl

Réactifs Concentratlon ﬁnale Volume a prelever
75&}5& (iauffer) S 5X Sul .
‘MgCl: 25 mM ' Il )
dNTP 5mM 1 ul
"Ex3AGdir - U
Ex3AGrev ) - 10 uM o - Tm_ﬁ o
Eau ultra pure o - o “1ﬁ2,§ ];,lr S
_Taq DNA Polymérase 55U/l C 0,054l
DNA tempiate” e X T R .
Ampllﬁcatlon

37 [30%, 30%, 30%]) 35¢ @ 62°C
Taille attendue
Ex3AG : 541 bp. Vérifier 5Sul de produit de PCR sur gel d’agarose 1.5%

Dlgestlon enzymathue pour une réaction de 25 pl

Réactifs Concentration finale Volume a prelever
Tampon (Buffer) 10X 2,5 ul

AluIsUpl 2,5U o 0,25 pl

Produi PCR ‘ [t S ...,,e_u,.w,_.,.NT(),,.}H,,W_W e
Eauwultrapure g

Incuber a 37°C pendant 3 heures, voire toute la nuit. Vérifier la réaction en faisant migrer

10p! de la digestion sur un gel d’agarose 2%

Genotypes o S8 "RR
“Tailless 403 bp  253bp
150 bp
138 bp 138 bp

v
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Evaluation en pré-phase Il de I’efficacité d’une peinture insecticide contre les populations d’ Anopheles
gambiae 5.l résistantes aux pyréthrinoides a la Vallée du Kou, Burkina Faso.

De nos jours. la lutte antivectorielle est confrontée a I'émergence de la résistance des vecteurs aux insecticides et
a des difficultés opérationnelles sur le terrain. Il s’avére nécessaire de rechercher des solutions alternatives et
innovantes pour une meilleure gestion des populations de vecteurs résistants aux insecticides. Cette étude a pour
objectit d’évaluer I"efficacité entomologique d’une peinture insecticide en zone de résistance d’An. gambiae s.1.
aux pyréthrinoides. Cette peinture insecticide est composée de deux organophosphorés et d’un inhibiteur de
croissance. Elle a été appliquée en une ou deux couches sur les murs et/ou sur les plafonds. L’évaluation a
consisté a mesurer et a comparer les paramétres entomologiques suivants entre les traitements: i) I'efficacité de
la peinture par les captures en faune résiduelle, ii) la rémanence de cette efficacité grice aux tests cones OMS
assures avec la souche sensible «Kisumu» d'An. gambiae et la souche «sauvage» résistante aux pyréthrinoides et
iti) le diagnostic des genes de résistance. Les résultats obtenus aprés six mois d’application montrent que le
produit reste trés rémanent et efficace avec 98 4 100% de mortalité. Les collectes matinales réalisées tous les
mois indiquent que tous les moustiques collectés ont été tués par la peinture (100% de mortalité) de Juin a
Décembre 2013. La fréquence globale de la mutation kdr-LI0[4F, principal mécanisme de résistance d’An.
gambiae .l aux pyréthrinoides a été trés élevée avec 98%. confirmant le statut de résistance qui a été observeé
dans ce faciés. Celle de I'Ace-/* était inférieure a 2%. Ces fréquences ne différaient pas cntre les maisons
témoins et les maisons traitées, confirmant que cette peinture ne sélectionne pas de résistance a ces deux classes
d’insecticides. Les résultats montrent que cette peinture est trés efficace pour contréler les populations résistantes
d’An. gambiae s.1. De plus, son application ne requiert pas de personnel qualifiés ni d’équipements spéciaux. Ces
atouts en font un outil qui pourrait étre utilisé¢ de fagon intégrée contre les vecteurs résistants aux pyréthrinoides
et aux carbamates. Il serait donc intéressant d’évaluer a 1'échelle communautaire ’efficacité de cette peinture et
son acceptabilité par la population.

Mots-clés: peinture insecticide, Anopheles gambiae s.1.. efficacité. Burkina Faso.

Evaluating the efficacy of insecticide paint against pryrethroid-resistant Anopheles gambiae s.1. in Vallée
du Kou, Burkina Faso.

Vector control is currently challenged by the quick spread of insecticide resistance among mosquito and
operational difficulties on the field. Thus, it is necessary to find alternative and innovative strategies to better
adapt effective control. In the current study we evaluated the efficacy of organophosphate-combined paint
containing insect growth regulator in indoor application on the walls and/or ceiling in Vallée du Kou where An.
gambiae are resistant to pyrethroids. The main entomological parameters such as mortality rates and paint
insecticidal residual efficacy were compared between treated and untreated huts. The residual insecticidal
efficacy of the paint tested both with the susceptible An. gambiae *Kisumu" and wild local populations of A4n.
gambiae s.I. showed high mortality rates ranging between 98 to 100% six months after the treatment. The indoor
collections of wild An. gambiae performed during four consecutive days per month from June to December 2013
revealed that all mosquitoes entering in the paint-treated houses were died (i.e 100% mortality rates throughout
the six months collection). The frequency of kdr-L1014F (98%) mutation which was high in this area did not
differ between treatments. That of the Ace-/® remained less than 2% and did not differ among the treatment.
These results are very promising in terms of new perspectives to control resistant malaria vectors. In contrast to
the classic indoor sprays, this tool is very simple and does not require any special equipment or qualified
personnel. But a large-scale assay is required to address its impacts on malaria transmission and the perception
and acceptability of targeted human communities.

Key-words: insecticide paint, Anopheles gambiae s.1., efficacy, Burkina Faso.
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