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RESUME

La résistance des vecteurs de paludisme aux insecticides constitue un obstacle a la
lutte anti vectorielle. Son origine quoique attribuée par certains auteurs a ['usage des
insecticides en agriculture n’est pas clairement élucidée. Afin de tester cette hypothése, la
sensibilité d’An. gambiae s.I. au DDT, a la perméthrine et a la deltaméthrine a été évaluée de
Juillet & aolit 2006 dans 4 sites caractérisés par la culture maraichére (Saaba, Nongremasson),
et la culture du coton (Zampa, Boromo).

Les tests de sensibilités avec e DDT a 4 %, la deltaméthrine a 0,05 % et la
perméthrine 0,75% ont été réalisés selon le protocole standard de I’Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) (WHO, 1998) sur des femelles de 2 a 5 jours, issues de larves récoltées sur les
sites d’étude. Les techniques de Fanello ef al. (2002) et de Martinez-Torres (1998) ont été
respectivement utilisées pour I’identification des membres du complexe An. gambiae et la

recherche du géne Kdr.

Les taux de mortalité ont varié de 56 a 92 % pour le DDT, de 98 a 100 % pour la

perméthrine et ont été de 100 % pour la deltaméthrine.

Les KDTso et KDTos les plus long ont été respectivement de 47,52 min (Zampa) et
de105,69 min( Zampa) pour le DDT. Pour la perméthrine la valeur maximale du KDT50
déterminé est de 13,33min (Nongremasson) et celle du KDT95 est de 38,34 min(Saaba).
Quand a la deltaméthrine, des temps de 7,32min pour le KDTsq et de 14,82min pour le KDTos
ont été obtenus.

La PCR a permis d’identifier 95% des membres du complexe An. gambiae et de
rechercher le géne Kdr en son sein. La forme moléculaire M d’An. gambiae s.s. est la plus
dominante avec une fréquence de 0,69. Elle est suivie de la forme moléculaire S (0,18) et
d’Anopheles arabiensis (0,13). La fréquence la plus forte du géne Kdr est trouvée & Zampa
(0.23) et la plus faible a Boromo (0,05), au sein du complexe 4n. gambiae, il est plus frequent
chez An. gambiae s.s. (0,72) et moins fréquente chez An. arabiensis (0,04). L’analyse de ces
résultats a montré que la résistance au DDT est effective sur ’ensemble des sites. Les espéces
testées demeurent sensible & la perméthrine et a la deltaméthrine. La répartition des especes
sur les sites n’a montré aucune différence statistique. Méme si la distribution du géne Kdr

dans les différentes localités n’a pas été significative, Elle démontre que la résistance aux

pyréthrinoides est en cours d’installation.

Mots clés : An.gambiae.s.l., résistance, pyréthrinoides, organochloré, Knock down resistance.
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Liste des sigles et abréviations

ADN = Acide Désoxyribonucléique

ADNr = Acide DésoxyriboNucléique ribosomal
ARN = Acide RiboNucléique

ARNr = Acide RiboNucléique ribosomal
CNRFP = Centre National de Recherche et de Formation sur le Paludisme
dATP = DésoxyriboAdénosine TriPhosphate
DDT= Dichloro diphenyl diethylchloro ethane
dCTP = DésoxyriboCytosine TriPhosphate
'dGTP = désoxyriboGuanosine TriPhosphate
DNTP = DésoxyriboNucléotideTriPhosphate
dNTPs = désoxyriboNucléotide TriPhosphate stock
dTTP = désoxyriboThymidineTriPhosphate
EDTA = Ethyléne-Diamine-TétraAcétique
ELISA = Enzym Linked Immunosorbent Assay
ETS = Espace Transcrit Externe

GA = Amorce gambiae

inch = 25,4 millimeétre

IGS = Espace Inter Génique

ITS = Espace Transcrit Interne

KD= Knock down

Kdr= Knock down resistance

KDT= Knock down time

pb = paire de bases

PCR = Polymerase Chain Reaction

PH = potentiel d’hydrogéne

PM = picomolaire

PTC = Programmable Thermal Cycler

RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphism
SDS = Sodium Dodecyl Sulfate

s.l. = sensu lato

s.s. = sensu stricto

Taq = Thermus aquaticus



TBE = Tris-Borate-EDTA

Tm= melting Temperature

Tris = Trihydroxyméthyl aminométhane
UN = Amorce universelle

UV = Ultraviolet

W.H.O. = World Health Organization
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I. INTRODUCTION



Selon les estimations récentes de 1’Organisation Mondiale de la Santé, il y
aurait 300 & 500 millions de cas cliniques de paludisme chaque année dans le
monde dont plus de 90 % dans les pays de I’Afrique au sud du Sahara (WHO,
2003). En outre, le paludisme provoque chaque année 1,4 a 2,6 millions de déces
dans le monde. Cette endémie est I’une des principales causes de mortalité et de
morbidité chez les nourrissons et les jeunes enfants.

Dans les années 1950, 'OMS a lancé, une campagne mondiale d’éradication
du paludisme par pulvérisations intradomicilaires d’insecticides. Cette campagne
s’est soldée par un échec consécutif entre autres au développement du phénoméne
de résistance des anophéles aux insecticides. En 1969, la 22°™ assemblée mondiale
de la sant¢ a mis fin au concept de «l’éradication» globale par la lutte
antivectorielle. Il fut question a partir de ce moment de contréler le paludisme par la
lutte antiparasitaire. Cette tentative de contrdle s’est également soldée par un échec
suite & I’apparition de la résistance du Plasmodium a la chloroquine (Najera, 1989).

En fait, pour lutter contre une maladie parasitaire a transmission vectorielle,
il est évident qu’une seule cible et une seule méthode ne peuvent suffire. A I’action
curative du traitement, il était donc important d’ajouter une action préventive, a
savoir la lutte contre le vecteur. L’association des différentes méthodes a permis
d’élaborer la lutte intégrée. La lutte antivectorielle a bénéfici¢ alors d’une arme
nouvelle, la moustiquaire imprégnée d’insecticide pyréthrinoides (Darriet et al.,
1998). Ce nouvel instrument de lutte occupe une place importante dans la
résolution prise par D’initiative «Faire reculer le paludisme». Cette initiative a été
lancée en 1998 par I’OMS en partenariat avec I’UNICEF, la Banque Mondiale, de
nombreux Etats d’Afrique, d’Asie, d’Amérique, certains membres du secteur privé
et les Organisations non gouvernementales, avec pour objectif de diminuer de
moitié la charge palustre mondiale d’ici a 2010 par rapport & 1’an 2000 (OMS,
2000). Elle préconise I’utilisation intra domiciliaire des moustiquaires imprégnées
d’insecticides en particulier des pyréthrinoides en association avec des
antiparasitaires. Des résultats encourageants ont été obtenus sur la mortalité
infantile (Nevill et al., 1996 ; Habluetzel et al., 1997), et sur les parameétres
entomologiques Majori ef al. (1987). Cependant, des investigations réalisées en
Afrique Occidentale (Chandre et al., 1999 ; Diabaté, 1999), au Kenya (Vulule ef al.,
1994) et en Chine (Wang, 1999) ont montré que les principaux vecteurs du

paludisme sont de plus en plus résistants aux pyréthrinoides. Ce qui pourrait



compromettre [’atteinte des objectifs en 2010. Malheureusement, 1’origine de la
résistance des vecteurs aux insecticides n’est pas encore clairement élucidée. Selon
certaines études (Diabaté et al., 2002), il semble qu’il existe un lien entre
I'utilisation des insecticides agricoles et ’émergence de la résistance. Mais, les
informations sont encore a 1’étape d’hypothéses. Cette étude a donc ét€ initiée pour
comprendre [’effet des activités agricole sur la résistance des vecteurs aux
insecticides.

Elle a pour objectifs d’analyser l'influence de I’utilisation des insecticides en
agriculture et en santé publique sur le développement et I'expansion de la résistance

du complexe Anopheles gambiae aux insecticides.



II. SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE



1. Définition du paludisme

Le paludisme ou malaria est une maladie infecticuse due a un parasite
Protozoaire du genre Plasmodium. 11 doit son nom au mot latin Palus qui signifie
marais ou au mot italien malaria qui signifie mauvais air. C’est une maladie qui
sévit de fagon endémique dans les régions tropicales et subtropicales de I’ Afrique,
de I’Asie du sud et du sud-est et de I’Amérique du sud. Les parasites causaux sont
transmis d’un individu a 1’autre par la piqiire de la femelle infectée des moustiques

du genre Anopheles.

2. Les vecteurs du paludisme

Les vecteurs du paludisme sont des Arthropodes appartenant a la classe des
Insectes, a ’ordre des Dipteres, au sous ordre des Nématocéres et a la grande
famille des Culicidae. Cette famille compte plus de 3450 espéces et sous espéces
regroupées en trois sous familles : la sous famille des Toxorhynchitinae, la sous
famille des Anophelinae et la sous famille des Culicinae (Bruce-Chwatt ef al,
1985). Parmi ces sous familles, celle des Anophelinae est constituée de 3 genres
(Bironella, Chagasia, Anopheles). Le genre Anopheles est le plus important sur le
plan médical. Il regroupe 400 especes dont 70 sont vectrices de maladies humaines
(Bruce-Chwatt et al., 1985).

Certaines especes sont morphologiquement indifférentiables et
reproductivement isolées, ce sont les complexes d’espéces (Mouchet et Carvenale,
1991). An. gambiae a été décrit comme un complexe d’espéce et comprend sept
especes jumelles qui sont : An. gambiae s.s Gilles, 1902, An. merus Doenitz, 1902 ;
An. melas Théobald, 1903 ; An. arabiensis Patton, 1905 ; An. bwambae White,

1985 ; An. quadriannulatus Théobald, 1911 ; An. quadriannulatus B (Hunt et al.,
1998).

Au Burkina Faso, An.gambiae s.s., An. arabiensis, An. funestus sont les
principaux vecteurs du paludisme (Petrarca ef al., 1986; Majori ef al., 1987). An.
gambiae s.s. présente deux formes moléculaires : la forme moléculaire S et la forme

moléculaire M (Favia et al., 1997, 2001 ; della Torre et al., 2001).



Les moustiques sont des insectes holométaboles. IlIs possédent un corps
mince et des pattes longues et fines. Les femelles de la plupart des espéces ont des
piéces buccales de type piqueur-suceur appelé proboscis.

Leur cycle de développement comprend une phase pré imaginale (ceufs, larves,

nymphes) et une phase adulte.

2.1. Les ceufs

Chaque ponte comporte 30 a 300 ceufs selon I’espéce (Rozendaal, 1999).
Les ceufs de forme oblongue et de longueur d’environ 0,6 a 0,8 mm sont déposés
isolement a la surface de I’eau et flottent grace a des flotteurs latéraux. L’éclosion a

lieu au bout de 2 a 3 jours dans les régions tropicales (Rodhain et al., 1985).

2.2. Les larves

La larve qui émerge est vermiforme et est formée de trois parties: la téte, le
thorax et I’abdomen. Elle est apode avec un corps recouvert de soies (fig.1). La larve
se déplace grace aux mouvements ondulants de son corps. Celle-ci respire par des
stigmates dorsaux situés a l’extrémité de I’abdomen; c’est ce qui explique sa
position de repos parallele a la surface de ’eau. Le développement de la larve n’est
pas continu. La vie larvaire est composée de quatre stades successifs séparés par trois
mues larvaires. A I’émergence, la larve de premier stade qui mesure seulement 1 a 2
mm subit trois mues la transformant successivement en larves de stade 11, III et IV
qui mesure 12 a 15 mm de long (Mouchet et al., 1991).

Les larves d’anophéles sont détritivores ; elles se nourrissent des
microorganismes présents dans les gites larvaires: levures, bactéries. La durée de la
vie larvaire varie de huit (8) a douze (12) jours dans les conditions favorables

(Rodhain et al., 1985).



Téte AUl €F
Thorax X ; ’ Z
i \; &\E&-. ’,4{ »

\ WY 2
)ij
vi‘_’j‘!z—Lr
) N\
t

Abdomen

Eqs

-,
)

b

Figure 1 : Larve d'Anophéliné (OMS, 2004a).

2.1.3. Les nymphes

A la fin du quatrieme stade larvaire, la cuticule se fend dorsalement et libére la
nymphe. La pupe est formée de deux parties: le céphalothorax et 1’abdomen. La
contraction des muscles abdominaux est a I’origine des mouvements chez la nymphe.
Elle ne se nourrit pas (Mouchet er al., 1991). La durée du stade nymphal va de vingt
quatre (24) a soixante douze (72) heures chez An. gambiae selon la température
(Gwadz et al., 1996). C’est un stade de transition au cours duquel on observe de
profondes transformations morphologiques et physiologiques qui aboutissent a

’adulte.
2.1.4. Les adultes

Apres quelques jours de vie nymphale, la cuticule du céphalothorax se fend
dorsalement selon un plan sagittal et libére successivement les différentes parties de
Iinsecte adulte. Il reste immobile le temps que les ailes se déploient et que la
cuticule durcisse. Les anophéles adultes ont un corps long et gréle formé de trois

parties bien distinctes : la téte, le thorax et I’abdomen. L’émergence dure quelques



minutes et constitue une phase de grande mortalité du fait non seulement des
prédateurs a la surface de 1’eau mais aussi de la possibilité de noyade.

Apres I’émergence, les femelles ont besoin de 12 a 24 heures et les méles de
72 heures pour que leur exosquelette durcisse et que les organes de reproduction se
mettent en place. Les femelles prennent ensuite du jus sucré pour leurs besoins
énergétiques (Mouchet et al., 1991). Elles s’accouplent avec des maéles plus 4gés au
bout de vingt quatre (24) a quarante huit (48) heures aprés 1’émergence.
L’accouplement est en général crépusculaire et a lieu au cours d’un essaim appelé la
danse nuptiale. Aprés I’accouplement, certains males placent un bouchon de
fécondation au niveau de la chambre génitale de la femelle pour éviter une nouvelle
copulation. Ce bouchon est trés fréquent chez les femelles nullipares d’An. gambiae.

En général les femelles d’anophéle ne s’accouplent qu'une fois au cours de
leur vie (Brengues ef al., 1973). Les spermatozoides sont stockés dans un réceptacle,
la spermathéque et rélargués lors de chaque ponte. Ils conservent leur pouvoir
fécondant durant toute la vie du moustique (Bruce-Chwatt et al., 1985).

Chez les anophéles, le sang est indispensable a la maturation des ovaires. Les
protéines de I’hémoglobine sont une source d’acides aminés nécessaires au
développement des ceufs. Le premier repas de sang a lieu au bout de vingt quatre
(24) a quarante huit (48) heures de vie adulte. A la fin du repas de sang, le processus
de digestion se met en place et la maturation ovarienne commence. Le moustique
passe successivement du stade gorge a semi-gravide puis a gravide. La femelle n’est
gravide que trente six (36) a quarante huit (48) heures aprés le repas de sang
(Mouchet et al., 1991). Elle va alors a la recherche d’un site favorable a la ponte.
Aprés la ponte la femelle va a la recherche d’un autre repas de sang pour le cycle
suivant (fig.2). La période qui s’écoule entre le repas de sang et la ponte est le cycle
gonotrophique. Il est d’environ quarante huit (48) heures chez les anophéles a une
température de 23°C a 25°C (Bruce-Chwatt ef al., 1985). Ce cycle gonotrophique est
subdivisé en trois phases:

- la recherche et la prise de sang sur I’hote vertébré,

- la digestion et la maturation ovarienne;

- la recherche du lieu de ponte par la femelle gravide.

La vie de ’imago est d’une vingtaine de jours en moyenne et elle ne dépasse

pas un mois dans les conditions naturelles (Robert ef al., 1989).



Figure 2 : Cycle biologique des anophéles(www.pasteur.mg/AtlasPalu/vect.htm..

consulté le 20/02/2007)

3. Les méthodes de luttes anti vectorielles

L’objectif principal de la lutte antivectorielle est la diminution de la
morbidité et de la mortalité palustre grace a 1’abaissement du taux d’inoculation
entomologique. L’inoculation nécessitant la présence du vecteur infecté, les
méthodes actuelles visent principalement la réduction du contact homme vecteur,

la densité du vecteur et la durée de vie du vecteur adulte (OMS, 2004a).

3.1. Les méthodes physico-chimiques

3.1.1 L’assainissement et 'aménagement de I’environnement

L’écologie du paludisme est étroitement liée a la présence d'eau, si bien que
les eaux stagnantes de surfaces générées par I’activité de I’homme et les pluies sont
des gites potentiels. De ce fait la réduction du nombre des gites larvaires contribue a

réduire le risque de transmission du paludisme (OMS, 2004a).



3.1.2. La pose d’écran aux ouvertures des habitats

La pose d’écran aux ouvertures et aux avant-toits des habitats réduit
efficacement le contact homme vecteur. Ce type de contrdle vectoriel présente

I’avantage d’étre permanent (OMS, 2004a).

3.1.3. Les matériaux impreégnés

- La moustiquaire imprégnée

Les moustiquaires sont des textiles faites de coton, ou de fibres synthétiques
de mailles d’environ 61 trous par cm? Elles permettent de réduire le contact
mécanique vecteur/homme. Le terme moustiquaire imprégnée lui est attribué par
suite de son trempage dans une solution d’insecticide.

L’initiative « Faire reculer le paludisme » projette d’atteindre a I’orée 2010,
un taux de protection de 80% des personnes a risque par les méthodes appropriées
de lutte anti vectorielle comme les moustiquaires imprégnées d’insecticide. Car
elles constituent un moyen essentiel de réduction de la transmission du paludisme
(Darriet et al, 1998 ; Lengeler er al, 1996). A la barrire physique de la
moustiquaire s’ajoutent les actions répulsives et 1étales de I’insecticide (OMS,

2004a).

3.2. Les méthodes biologiques

3.2.1. Les bactéries entomopathogénes

- Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis israélensis est une espéce bactérienne qui vit
naturellement dans les sols. Elle produit une toxine efficace sur les larves des
moustiques. La toxine s’attaque au tube digestif en faisant éclater les cellules de
I’intestin. Sa toxine a une faible rémanence. Elle nécessite de ce fait des
applications réguliéres et fréquentes. Cette bactérie est adaptée a la lutte contre les

espéces de moustiques, dont les larves gitent dans I’eau claire.
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- Bacillus sphaericus

Bacillus sphaericus  produit également une toxine larvicide. Elle se
développe mieux dans les eaux chargées en matiéres organiques ou vivent les

espéces du genre Culex.

3.2.2. Les champignons entomopathogénes

Plusieurs espéces de champignons entomopathogénes ont été isolées et testés
sur la plupart des moustiques vecteurs de maladies. Cependant, ceux qui revétent
une importance particuliére en santé publique ont les caractéristiques suivantes :

- Tuer a la fois la forme larvaire et adulte.

- Ne requérir qu’une seule ou quelques application(s) par saison.

- Etre dispersible par les femelles adultes dans les gites non encore traités.

- Montrer une activité résiduelle et persistante dans la population de moustique.

- Ne tuer sélectivement que les moustiques.

- Agir dans une marge assez large de température, d’humidité relative et de gites
variés.

- Etre d’un bon rapport cotit/efficacité.
- Avoir une fongue durée de vie.

- Ne présenter aucune nuisance pour I’homme et les organismes non ciblés
(Scholte et al., 2004).

-  Beauveria

Beauveria est le genre de champignons entomopathogénes regroupant
plusieurs especes, dont les spores peuvent étre utilisées comme moyen de lutte.
Parmi les espéces qui le composent, Beauveria bassania infecterait les stades

larvaires et adultes de Culex. tarsalis, Culex. pipiens et An. albimanus (Clark et
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al., 1968). Suivant les études de Scholte er al, (2003), on obtiendrait 82%
d’adultes d’An. gambiae infectés avec une LTsy (letal Time 50) de 3,5 jours

compar€ a 8,8 jours du groupe contréle.

3.2.3. Les poissons larvivores

Les especes les plus utilisées appartiennent a la famille des carpes vivipares
et des tilapias. Ce sont les Gambusies (Gambusia affinis), les guppys (Poecilia

reticulata) et les tilapias (Oreochromis spp).

- Gambusia affinis

Gambusia affinis est un petit poisson de forme fuselé de 5 centimétres de
long, de couleur argentée. 11 dévore les larves, les nymphes et les moustiques
adultes qui se posent a la surface de I’eau. Lorsque les aquariums de Gambusia sont
placés dans les piéces habitées ils réduisent la densité des larves et des moustiques

adultes.

- Poecilia reticulata
Poecilla reticulata vit dans les eaux des tropiques, douces ou saumatres. Le
fait qu’il se nourrisse de larves de certains genres de moustiques (Culex), fait de lui

un €lément biologique de lutte.

3. 3. Les méthodes chimiques

Les composés utilisés au début contre les organismes nuisibles étaient des
pesticides de premiére génération relativement simple a base d’arsenic, de soufte,
de chaux, de dérivés du pétrole, de substance a base de fluor ou extraite de plantes
comme la nicotine. Ces pesticides se caractérisent par leur toxicité relativement
¢levée pour les organismes non visés et surtout leur rémanence ou encore leur lente
décomposition dans 1’environnement (Philogene, 1991).

Par la suite des composés synthétiques dits de deuxiéme génération ont été mis en

place, il s’agit des organochlorés, des organophosphorés et des carbamates

12



(Philogene, 1991). Ces dits pesticides de deuxiéme génération et les pyréthrinoides

sont encore utilisés de nos jours en agriculture et dans la lutte antivectorielle.
3.3.1. Les classes d’insecticides utilisés dans la lutte antivectorielle.

- Les organochlorés : DDT

Le dichloro-diphényl-trichloréthane (DDT) (fig.3) est un composé qui
présente une grande solubilité dans les solvants organiques, les graisses et le
pétrole. La combinaison de ses trois propriétés (répulsivité, irritabilité et toxicité)
vis-a-vis des moustiques lui a valu sa place dans les programmes de lutte contre le
paludisme. L’OMS ne recommande son usage que pour la lutte antivectorielle et
sous la forme de pulvérisations intra domiciliaires a effet rémanent (appliquées
uniquement sur les murs intérieurs des habitations) (OMS, 2004b). Le DDT agit en
perturbant I’ouverture des canaux sodium le long de I’axone chez I’insecte qui

meurt apreés hyperexcitation, convulsions et paralysie.

1,1,1-trichloro-2, 2-bis(p-chlorophenyl)ethane
Figure 3 : Structure chimique du DDT
(www.3dchem.com/molecules.asp?ID=90. Consulté le 06/12/2006)

- Les organophosphorés

Les organophosphorés agissent en inhibant [I’acétylcholinestérase,
provoquant ainsi I’accumulation d’acétylcholine et le blocage de la transmission de
I’influx nerveux.
On distingue deux grands groupes d’organophosphorés :
- les insecticides exothérapiques : le malathion (fig.4), le parathion (fig.5) et le
temephos (fig.6), ils pénétrent directement dans I’organisme des insectes par des
voies diverses.
- les insecticides endothérapiques ou systémiques qui ont la propriété de pénétrer
dans les végétaux et d’étre transportés par la s¢ve. Ces insecticides subissent

quelques fois des transformations chimiques, mais restent toxiques pour les insectes
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qui consomment ces végétaux. La forme oxydée de ces pesticides a la faculté de se

fixer sur ’acétylcholinestérase.

CHQ—CH’_O\ /O
C
| s 0—CH,
(|2H1 \P/
?H—s/ \O—CH3
¢
CH—CH—0" o

Figure 4 : Structure chimique du malathion

(http://www.ipmworld.umn.edu/chapters/ware.htm consulté le 21/12/2006).
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Figure 5 : Structure chimique du Parathion
(http://www.chemistry.about.com/library/graphics/blpthion.htm consulté le
20/12/2006).
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Figure 6 : Structure chimique du Temephos
(http://www.epa.gov/oppsrrd 1/REDs/temephos red.htm#1IC consulté le
20/12/2006).

- Les carbamates
Les carbamates (NH2CO2H) sont des esters de 1’acide carbamique (fig.7).
Ce sont également des inhibiteurs de I’acétylcholinestérase. Ils sont considérés

comme des insecticides de circonstances spéciales ou seulement utilisés dans les
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cas ou 'utilisation des autres insecticides se heurte & un échec (Diabaté, 1999). Le

propoxur est le plus utilisé de ce groupe.

o H
" e
OH =~ C~—— N
H
Figure 7: Structure chimique de I’acide carbamique

(www.gfev.univ-tin.fr/AcidesCarbox/Acid.html consulté le 21/12/2006)

- Les Pyréthrinoides

Selon leur origine, ils ont été classés en pyréthrinoides naturelles ou
insecticides botaniques extraites des plantes (Solanaceae, Compositaceae) et en
pyréthrinoides synthétiques (carboxylester).

IIs pénétrent facilement la cuticule des insectes et interviennent au niveau du
systéme nerveux de I’insecte pour perturber I’action du neurotransmetteur GABA.
Iis ont également pour cible le canal sodium voltage dépendant constitué par quatre
domaines (I-IV) et six domaines transmembranaires. Leur action a ce niveau
contribue aussi & perturber le signal nerveux (Hemingway et al., 2004). Les
pyréthrinoides sont largement utilisés dans I’agriculture (Chandre et al., 1999 ;
Diabaté et al., 2004) et dans I’imprégnation des moustiquaires a cause de leur effet
irritant marqué sur les moustiques (Chandre et al., 1999). Les plus utilisés sont : la
perméthrine (fig.8), la deltaméthrine (fig.9), la lambdacyalothrine (fig.10), la
cyperméthrine (fig.11) et la cyfluthrine (fig.12). Parmi ces insecticides, 1’alpha-
cyperméthrine confere une efficacité maximale aux moustiquaires imprégnées

contre An. gambiae (Hougard, 2003).

HC O
0@

a i

Nemch C~0-CHy

/

a

Figure 8 : structure chimique de la perméthrine
(http://www.internat.martinique.free.ft/question_academie medecine htm
Consulté le 20/12/2006).
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Figure 9 : structure chimique de la deltaméthrine
(bttp://www.e.brousse.9online.fr/chimie.html consulté le 20/12/2006).
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Figure 10 : structure chimique du lambdacyalothrine.

(http://www.pesticideinfo.org/ChemGifs/PC35463.gif, consulté le 20/02/2007)
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Figure 11 : structure chimique de la Cyperméthrine
(http://www.izotop.hu/html/molbio/insec_3.htm, consulté le 20/12/2006)

lf.—( ///
Figure 12 : Structure chimique de la cyfluthrine
(www.pesticideinfo.org/Detail Chemical.jsp?Rec..., consulté le 20/02/2007)
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3.3.2. Les répulsifs

Ce sont des substances odoriférantes qui ont la faculté de repousser les insectes.
IIs présentent en générale une faible rémanence et une durée moyenne de répulsion
de 6 a 7h.

IIs ont cinq 5 modes d’action variables :

- Inhibition de la réponse a un signal attractif.

- Réorientation du message sensoriel de I’attraction a la répulsion.

- Activation d’un récepteur qui contr6le un comportement compétitif.

- Activation simultanée de différent type de récepteur causant la perte du

signal spécifique permettant la localisation de 1’hote.

On distingue deux groupes de répulsifs : les répulsifs naturels et les répulsifs

synthétiques

- Les répulsifs naturels

Certaines plantes aromatiques comme Azadirachta indica, Eucalyptus spp,
Daniellia oliveri sont utilisées a 1’état frais ou a 1’état sec contre les piqires des
moustiques (Palsson ef al., 1999 ; Seyoum et al., 2002).

D’autres comme Lippia javanica, Pelargonium reniforme et Cymbopogon
excavatus conférent par leur extraits alcooliques une protection variant entre 60 a
80% contre An.arabiensis (Govere ef al., 2000).

- Les répulsifs synthétiques

Le N, N-Diethyl-3-methyl-benzamide (DEET), I’éthyl-
butylacétylaminopropionate (IR3535 ou « Insect repellent 35/35 ») et I’ester
methyl-1 proylique de ’acide (hydroxy-2 éthyl) -2 pipéridine carboxylique

(KR3023 ou Icaridin) sont les répulsifs synthétiques les plus utilisés.

* Le DEET

Le DEET (fig.13) offre un temps de protection bref et son efficacité vis a vis
des vecteurs du paludisme est variable selon les especes. Cela s’observe avec
Aedes.aegypti qui tolére moins le DEET par rapport & An. pulcherrimus et An.
albimanus (Rutledge ef al., 1978 ; Schreck, 1985 ; Curtis et al., 1987).
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)

Figure 13 : Structure chimique du DEET
(www.infoscience.fr/.../moustique/moustique4.html consulté le 23/02/2006)

* IR3535
Selon une étude réalisée en 1998 par I’OMS, I’action de [’IR3535 est

pratiquement identique a celle du DEET. L’IR3535® protége a 100 % pendant 10h
contre Aedes aegypti (MTS, 2001) et & 90% pendant 6h contre An. gambiae Giles et
An. funestus Giles (Marchio, 1996).

0
/\/\N/\)\OCZHS

I

Figure 14 : Structure chimique de I'IR3535 (WHO, 2001).

0

* KR3023
Le KR3023 est plus efficace que le DEET contre dedes aegypti (L), Aedes.

Albopictus (Skuse) et An. gambiae (Yap et al. , 1998; Badolo ef al. , 2004 ).

Il présente 1’avantage d’€tre applicable sur la peau, les surfaces et d’avoir un profile

toxicologique favorable (Nentwig ef al. , 2002).

O

S
O/\O

A

Figure 15 : Structure chimique du KR3023 (WHO, 2004).

OH

18



3.3.3. Les régulateurs de croissance

Ces produits ont en commun le fait de désorganiser d’une fagon ou d’une

autre le développement des insectes.

- Les inhibiteurs de la synthése de chitine.

La chitine est la substance qui donne sa dureté a la cuticule des arthropodes.
Certains produits comme le Diflubenzuron ont pour effet de bloquer les glandes qui
la produisent. L’insecte reste donc mou et succombe rapidement aux agressions du
milieu. Ces produits ont une toxicité¢ tres faible pour les vertébrés mais sont

dangereux pour les crustacés dont la carapace contient également de la chitine.

- Les composés hormonaux

La mue des insectes est commandée par un systeme d’hormones. L’une
d’entre elles, ’Hormone Juvénile, reste présente chez I’insecte durant tout le stade
larvaire. L’arrét de sa sécrétion commande la métamorphose en adulte. Des
composés de synthése comme le S-Méthopréne ou le Pyriproxifen imitent
I’hormone Juvénile. Leur présence dans le milieu conduit a la mort de I’insecte a

I’émergence.

4. La résistance d’An. gambiae s.l aux insecticides

Le phénoméne de résistance a été défini par I'O.M.S comme « la capacité
d’une population d’insectes a tolérer des doses d’insecticides qui seraient létales
pour la majorité des individus dans une population normale de la méme espéce»

(OMS, 2004a).

4.1. Les mécanismes de la résistance

Les mécanismes de résistances peuvent étre repartis en trois types: les

modifications comportementales, physiologiques et biochimiques.
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4.1. 1. Les mécanismes de la résistance comportementale

On peut distinguer deux catégories de mécanismes comportementaux de
“résistance”, qui permettent aux insectes d’éviter le contact avec le produit toxique

ou qui limitent la durée de ce contact.

- La résistance associée a la mobilité de P’insecte

L’insecte peut étre amené a se déplacer pour fuir un environnement ot des
substances toxiques sont présentes. Chez le moustique I’irritabilité du DDT
entraine un comportement de fuite ou d’évitement, de sorte qu’il a tendance a
quitter les maisons traitées avant d’avoir absorbé la dose Iétale (Darriet ef al.,
2002). Ce comportement est la conséquence d’une simple répulsion par les
substances toxiques ou de leur reconnaissance par I’insecte. Ainsi celui ci évite leur

contacte et échappe a leurs effets (Davidson, 1953).

- La résistance associée a 'immobilité de I’insecte
Ce type de résistance s’observe chez I’insecte qui réduit ses activités

locomotrices afin de limiter le temps de contact avec I’insecticide.

4.1.2. Les mécanismes de la résistance physiologique

La résistance physiologique s’exprime au niveau des tissus et des organes ;
elle est caractérisée par une diminution de la pénétration ou par une augmentation

de I’excrétion des insecticides (Haubruge ef al., 1998).

- La pénétration réduite

Pour atteindre leurs cibles moléculaires, les insecticides pénetrent a
’intérieur des insectes en traversant soit la cuticule, soit les parois du tube digestif.
Cette pénétration a lieu & une vitesse variable en fonction de la molécule toxique et
de I’espeéce. Si la cinétique de pénétration est suffisamment lente, I’insecticide
pourra €tre dégradé par les systemes de détoxication et aura peu d’effet sur I’insecte

(Haubruge et al., 1998).
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- L’excrétion des insecticides

Ce type de résistance est mal connu chez les insectes ; cependant un cas de
résistance au vanadate et au thiabendazole chez Caenorhabditis elegans est associé
au géne SKS1 (+) (Multi Drug Resistance). Lorsque ce géne est surexprimé, il
entraine la synthése d’une protéine qui expulse le toxique hors du nématode

(Haubruge ef al.,1998)

4.1. 3. Les mécanismes de la résistance biochimique

La résistance biochimique se situe au niveau cellulaire. Elle consiste d’une
part, en une augmentation de I’activité enzymatique des systémes de détoxication et
d’autre part, en une diminution de Daffinité des sites d’action vis-a-vis des

insecticides (Haubruge et al., 1998).

- La détoxification

La détoxification des insecticides chez les insectes se traduit le plus souvent
par une perte de I’activité des produits avec un développement du phénoméne de
résistance. Quatre types d’enzymes participent a ce processus : les cytochromes
P450, les glutathion-S-transférases (GST), les hydrolases (Estérases) et les oxydases
(Haubruge et al., 1998).

*Les cytochromes P450

Les cytochromes P450 fonctionnent comme les éléments du systéme
immunitaire. Ils interviennent dans les réactions de défenses et sont induits par la
présence des substances toxiques qu’ils métabolisent (Haubruge ef al., 1998). Les
cytochromes P450 sont les accepteurs finaux d’une chaine de transporteurs
d’électrons qui comporte une flavoprotéine : la NADPH-cytochrome P-450
réductase qui transfere les deux électrons du NADPH au cytochrome P450. Celui-
ci, grace a ces électrons peut greffer un atome d’oxygeéne sur son substrat modifiant
ainsi sa structure (Haubruge ef al., 1998).

Chez les souches résistantes, la métabolisation de plusieurs carbamates est
en relation avec une forte activité des mono-oxygénases & cytochromes P-450. Elle
est associée a la fraction microsomale ainsi qu’au cofacteur NADPH et est

susceptible d’étre bloquée par le pypéronyl butoxide. Le systéme cytochrome P450
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intervient dans la résistance de Culex pipiens au propoxur (Shrivastata et al., 1970)

et d’Anopheles albimanus vis-a-vis des pyréthrinoides (Brogdon et al., 1997).

* Les estérases

Les estérases catalysent I’introduction d’une molécule d’eau au niveau d’une
liaison ester ou amide, spécifique du substrat. Les estérases impliquées dans les
résistances peuvent étre reparties en deux catégories : les carboxylestérases qui ont
une action directe dans la dégradation d’organophosphorés et les estérases non
spécifiques qui fixent I’insecticide sans le dégrader (Haubruge et al., 1998). Les
caboxylestérases présentant une activité accrue ou pas a 1’égard de I’ester de
naphtyle jouent un rdle important dans la résistance aux pesticides.

La résistance liée aux estérases peut étre inhibée par 1’utilisation du
triphényl de phosphate qui diminue I’activité des estérases vis-a-vis de I’acétate de

naphtyle (Hemingway, 1992 ; 1995).

* Les oxydases
Les oxydases assurent la conjugaison des insecticides avec la forme réduite
du glutathion, conduisant ainsi a la formation d’un métabolite moins toxique que le

produit initial.

* Les glutathion S-transférases

Les glutathion S-transférases (GST) catalysent la conjugaison des
xénobiotiques au glutathion endogéne, formant ainsi un acide mercapturique qui est
ensuite facilement excrétable. Il existe deux formes de GST chez les insectes. Elles
sont surtout localisées dans le cytoplasme des cellules des corps gras et des muscles

(Franciosa., et al 1985).

- La modification des cibles
La plupart des insecticides de synthése agissent sur le systéme nerveux et
ses afférents, par conséquent leur inaptitude a agir sur celui-ci conduirait a la

résistance.
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* Le canal sodium « voltage dépendant » (Csvd)

La pyréthrinoide ou le DDT provoquent chez I’insecte un effet Knock down
(KD). Cet effet est di a la fixation des pyréthrinoides ou du DDT sur le Canal
sodium voltage dépendant (Csvd) qui est situ¢ sur la membrane plasmique des
cellules nerveuses. Le Csvd change de conformation lorsqu’il est soumis a une
variation de potentiel de membrane et prend une forme de pore dans lequel les ions
sodium s’engouffrent. Ce phénoméne est a I'origine de la phase ascendante des
potentiels d’action. Le DDT ou le pyréthrinoide en se fixant sur 1’un des sites
d’action ou s’ancrent les substances neurotoxiques, empéche la fermeture du canal
perturbant ainsi la transmission synaptique de 1’influx nerveux (Lombet ef al .,
1988). La modification de I'un ou des sites d’action du Csvd jouerait un réle

important dans le phénoméne de la résistance.

* L’acétylcholine estérase (AchE)

L’ AchE est la cible des organophosphorés et des carbamates, son rdle est
d’hydrolyser I’acétylcholine pour permettre la fermeture des canaux associés aux
récepteurs du neurotransmetteur. Une modification sur I’ AchE aurait pour résultat

une résistance aux organophosphorés et aux carbamates.

* Les récepteurs de ’acide gamma-aminobutyriques (GABAr)

Les GABAr sont les cibles de nombreux insecticides organohalogénés, dont
la dieldrine et le lindane. Ces insecticides se fixent au récepteur de I’acide gamma-
butyrique et inhibent le fonctionnement du canal chlore qui lui est associé.
L’ouverture de ce canal induit une hyperpolarisation de la membrane nerveuse et
son inactivation prolongée, perturbe 1’ensemble du fonctionnement du systéme
nerveux (Haubruge ef al., 1998). Tout comme les cibles précédentes, la résistance

est conséquente au changement de ces récepteurs.

4.2. Les bases moléculaires de la résistance aux insecticides

La biologie moléculaire a permis de mettre en évidence deux mécanismes de

résistance : la surproduction de protéines de détoxication et les mutations

ponctuelles.
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4.2.1. La sur-expression des génes

La production élevée d’estérase détoxifiants les insecticides est liée a une
amplification génique. Chez Culex quinquefasciatus, la résistance aux
organophosphorés s’explique par le fait que cette souche posséde jusqu’a 250
copies d’un géne codant pour une estérase appelé « Estérase B1 » (Mouchés et al.,
1990). La résistance liée a la surproduction de cytochrome P450 est probablement
due a I’action d’un facteur de régulation altéré et agissant en trans (Haubruge et
al.,1998). Le mécanisme de la glutathion-S-transférase est voisin de celui des
cytochromes P450. Il s’agirait d’une surexpression sans amplification génique et un
accroissement de ’activité spécifique d’une ou de plusieurs GST, liées a ’insertion
de nucléotides causant I’addition d’acide aminés au niveau de la protéine (Fournier
etal., 1992 ; Franciosa et al., 1985).

4.2.2. Les mutations ponctuelles

Une ou plusieurs mutations ponctuelles peuvent modifier I’activité d’une
enzyme de fagon a ce qu’elle métabolise mieux les insecticides. Cette possibilité est
trés probable pour les cytochromes P450 et les GSTs. Le méme type de
modification peut diminuer la sensibilité d’une cible envers un insecticide comme
celle observée avec I’acétylcholinestérase pour les organophosphorés et les
carbamates ou la protéine du canal sodium pour le DDT et les pyréthrinoides. Les
essais de laboratoire ont permis de révéler qu’une mutation du type kdr se trouverait
a la base de la modification de cette protéine. La mutation Kdr se caractérise par
une substitution d’une paire de base (TTA en TTT) ou (T A en T¢ A) (Martinez-
Torres et al., 1998 ; Ranson et al., 2000) entrainant respectivement un changement
de leucine en phénylalanine ou leucine en sérine dans le codon 104 de la
séquence du géne de la « protéine canal sodique voltage » dépendant (Hemingway,
2004)

4.3. La mutation Kdr au sein du complexe An.gambiae.s.l.

La distribution de la mutation Kdr au sein du complexe An.gambiae.s.l. est

variable. En Afrique de I’Ouest, celle qui est présente chez An.gambiae.s.s
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(Martinez-Torres et al., 1998), differe par une substitution de base de celle trouvée
chez la méme espéce en Afrique de I’Est (Ranson et al., 2000).

L’espéce An. gambiae s.s. prise isolement dans ses différentes formes
moléculaires, montrait une fréquence élevée de la mutation chez la forme S par
rapport a la forme M (Martinez-Torres et al., 1998 ; Brooke ef al., 1999 ; Chandre
et al., 1999 ; Fanello ef al, 2002). Le méme type de mutation est également présent
chez An.arabiensis (Diabaté et al., 2004 ; Verhaeghen ef al., 2006). L’analyse de
I’alléle Kdr au sein de ce complexe a montré qu’il existait des homozygotes R/R et

des hétérozygotes R/S au sein de ce groupe.

5. Méthodes d’évaluation de la résistance aux insecticides :

test de sensibilité biologique

La méthode OMS standard consiste a mesurer la mortalité d’un nombre de
femelles d’anophéles d’une espéce connue, exposées dans des tubes spéciaux, a des
papiers filtres imprégnés avec une concentration létale (dite dose discriminante)
d’un insecticide. L’expérience est répétée quatre fois pour calculer le pourcentage
(%) de mortalité dans les tubes contrdles et les tubes tests. Si la mortalité des
contrles est comprise entre 5% et 20%, la mortalité aprés exposition doit étre

corrigée en utilisant la formule d’ Abbott (OMS, 2004a).

0, N S 1
%Mortalité corrigée = YeMort. Observée - %Mort. Témoin X 100

100 -%Mort. Témoin

L’appréciation de la sensibilité biologique se fait selon les critéres définis
par I’OMS en 1998, a savoir :

- de 98 a 100% de mortalité, la population testée est sensible.

- de 80 4 97% de mortalité, il y a une résistance possible a confirmer.

- moins de 80% de mortalité, la résistance est probable.
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6. La réaction de polymérisation en chaine (PCR)

6.1. Définition

La réaction PCR (Polymerase Chain Reaction) est basée sur la réplication in
vitro de I’ADN et se fait par incubation dans un thermocycleur.

L’amplification de I’ADN est constituée de plusieurs cycles. Chaque cycle
comporte trois étapes (fig. 16).

- la premiére étape consiste a chauffer I’ADN double brin & une température
de 92-95°C pendant 30 & 60 secondes. Cette opération permet la séparation des
deux brins d’ADN par rupture des liaisons hydrogenes : c’est la dénaturation.

- la seconde étape est ’hybridation des amorces de maniére spécifique a
1I’ADN simple brin. Le principe de I’hybridation est basé sur la complémentarité des
bases (A=T, G=C). Elle se fait entre 50 et 65°C pendant 30 & 60 secondes. Les
amorces servent de support a la Taq polymérase, qui se fixe a leur extrémité 3’ OH.

- la derniére étape du cycle est la polymérisation ou phase d’élongation. Au
cours de cette étape la Taq polymérase synthétise I’ADN a partir de
déoxyribonucléotides Triphosphates (ANTP). L’élongation se fait dans le sens
5’vers 3’, a la température de 70-72°C pendant 30 a 120 secondes.

Une trentaine de cycles sont nécessaires pour obtenir une quantité suffisante
d’ADN pour la révélation (Paskewitch et Collins, 1990). La révélation peut se faire

soit par électrophorése, soit in situ par révélation isotopique ou immunochimique.
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Figure 16: Schéma d’amplification d’une séquence d’ADN

6.2. Principe de Pidentification des membres du complexe 4n. gambiae

par la PCR

L’application de la PCR a I’identification des membres du complexe An.
gambiae est basée sur I’analyse des mutations nucléotidiques au niveau de 1’ Acide
DésoxyriboNucléique ribosomal (ADNr) présentes chez I’anophéle par centaines de
copies organisées en tandem. Chaque unité répétitive est formée dans I’ordre de 5’
vers 3°, d’un espace transcrit externe (ETS), des régions codant pour les Acides
RiboNucléiques ribosomaux (ARNr) 18S et 28S qui sont séparées par un espace
transcrit interne (ITS) contenant la région codant pour I’ARNr 5,8S (Fig.17). Ces

motifs sont séparés entre eux par des espaces intergéniques (IGS) (Scott et al.,
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1993). L’étude des différentes parties des ARNr du complexe An. gambiae a montré
au niveau des espaces intergéniques, des variations interspécifiques et intra-
spécifiques. A c6té des IGS tres polymorphes, on trouve des régions codantes et trés
bien conservées chez toutes les espéces du complexe (Paskewitz et al., 1990). Des
régions bien conservées peuvent se retrouver dans les régions non codantes (Scott et
al., 1993). Les régions des ADN a amplifier sont choisies de telle sorte que celles-ci
soient encadrées par les deux (2) oligonucléotides amorces.

La PCR permet une identification des espéces du complexe An. gambiae. Elle
est également utilisée pour I’identification des formes moléculaires d’An. gambiae
s.s. Cependant, la PCR ne permet pas de faire la distinction entre les formes
chromosomiques Bamako et Savanna. Ce probléme ne se pose pas au Burkina ou la
forme chromosomique Bamako n’existe pas (Touré ef al., 1998).

Trois amorces sont utilisées pour I’identification d’4An. gambiae s.s. et d’An.
arabiensis. 11 s’agit des amorces universelle (UN), gambiae (GA) et arabiensis
(AR). L’amorce Universelle est commune aux deux espéces, I’amorce gambiae est
spécifique a An.gambiae s.s. et I’amorce arabiensis est spécifique a An. Arabiensis
(Paskewitz et al., 1990).

Les amorces R3, RS, Mop/int et B/Sint sont utilisées pour I’identification des
formes moléculaires d’An. gambiae s.s. Mop/int est utilisée pour I’identification de
la forme moléculaire Mopti et B/S pour celle des formes moléculaires B et S (Favia

etal.,2001).

PP UNITE REPETEE -
CISTRON
— —-
ETS ITS ITS IGS ETS

— M W T 0

18 S 588 28 S

Figure 17 : Schéma d’une unité répétée en tandem
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6.3. La distinction forme moléculaire M/S par la restriction

La PCR-RFLP consiste a réaliser d’abord une amplification suivant le
protocole de Paskewitz er al (1990), ensuite une restriction par une enzyme de
restriction (Msel, Cfol ou Hhal).

L’existence de site de restriction (GCG/C) sur I’ADN amplifié de la forme
chromosomique Savanna permet de faire agir une enzyme de restriction selon la
technique de Fanello et al (2002). Le produit de cette digestion enzymatique est
soumis a une migration sur gel d’agarose 1,5% et les bandes sont ensuite
interprétées. La préparation du Mix (PCR, restriction) et le programme sont décrits

€n annexe.

6.4. La mise en évidence du géne Kdr par la PCR

Le principe est basé sur I’analyse des mutations nucléotidiques portant sur
une région de I’ADN codant pour la protéine du canal para sodium, 1’un des sites de
fixation des insecticides. Une PCR est faite selon le protocole Martinez-Torres et
al, (1998) en présence de couple d’amorce spécifique sensible (Agds/Agd,),
résistant (Agd;/Agds) et contrdle (Agd;/Agd;). Les produits de la PCR sont ensuite

soumis a une migration sur gel d’agarose 1,5% puis les bandes sont interprétées.

6.5. La technique SSOP-PCR

La SSOP-PCR utilise des spécimens dénaturés et amplifiés par PCR
(fig.19). L’amplifiat est transféré sur des membranes de nylon et hybridé avec deux
sondes d’oligonucléotides (I’'un complémentaire de 1’alléle sensible et I’autre
complémentaire de ’allele résistant) marqué a I’extrémité 3’ par une substance non
radio active [dioxygénine (DIG)]. La révélation est faite par dosage
immunoenzymatique a 1’aide d’un conjugué d’anticorps et la lecture par
chimioluminescence. Cette méthode est caractérisée par I’hybridation spécifique de
chaque sonde avec sa cible. Elle présente aussi |’avantage de génotyper
efficacement les hétérozygotes (RS) ou les homozygotes (RR,SS) pour les deux
alléles (R : résistant, S : sensible).

Dans le cas de la SSOP-PCR les amorces utilisées dans le protocole de Martinez-

Torres et al (1998) sont remplacées par les amorces suivantes :
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brin sens STGGATTGAATCAATGTGGGATTG-3’,
brin anti sens 5’ -TGCCGTTGGTGCAGACAAGG- 3.
(Kolaczinsky et al., 2000).

6.6. La techniques du HOLA « Hot Oligonucleotid Ligation Assay »

Cette méthode utilise 3pl de produit PCR, en présence de deux types
d’oligonucléotides (sensible et résistant, fig.8). Les oligonucléotides sont marqués
par un fluorochrome et fixé a une plaque par un principe d’affinité biotine-avidine
(Lynd et al., 2005). Une deuxiéme amplification précede la révélation qui se fait par
des anticorps antifluorochrome.

& - K

I"lll;l*l|l|”l||||'q1ll|]|||||||.Bic'rnlP L111)] L] . N
Fluor [——————@Biotine

JLhnpﬁgase Amphgase

o —e) —@

Puit de hgation septavidine ! Put de higation septavidne ‘

Substrat anti-fluorescent jL IL

4\

9 9

Figure 18: Technique du HOLA “hot ligation assay” (Lynd et al., 2005)
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II1. OBJECTIFS
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Objectif général :

Evaluer la résistance aux insecticides et la distribution du géne Kdr chez
Anopheles gambiae s.1. dans différentes zones eco-climatiques avec différents

niveaux d'exposition aux insecticides.

Objectifs spécifiques :

» Tester la sensibilité. au DDT, a la perméthrine et a la deltaméthrine des
populations d’Anopheles gambiae s.1. provenant de 4 sites écologiques
différents.

» Déterminer la distribution d’An. arabiensis et des formes moléculaires
M et S d’An. gambiae s.s. dans ces dits sites.

» Rechercher le géne Kdr chez An. arabiensis et les formes moléculaires

Met S d’An. gambiae s.s.
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IV. MATERIEL ET
METHODES
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1. Zone d’étude et d’échantillonnage

L’étude s’est déroulée de juillet & novembre 2006 sur quatre sites différents
(fig.19) : un site péri-urbain, deux sites ruraux et un site urbain.

Le site péri-urbain est situé a 20km du CNRFP, au sud de Ouagadougou
dans le département de Saaba, province du Kadiogo. La présence d’un lac artificiel
dans ce village permet la culture du riz et de légumes durant toute I’année. Cette
retenue d’eau constitue un gite permanent pour les moustiques et particuliérement
les anophéles.

Un des sites ruraux est situé a environ180 km a I’Est de Ouagadougou dans
le village de Zampa, province du Boulgou et I’autre dans la province des Balié a
environ 180 km a I’Ouest de Ouagadougou. Sur les deux sites, le coton est cultivé
de maniere intensive.

Le site urbain est situé dans la ville de Ouagadougou aux abords du barrage
numéro 3. La également, les cultures de légumes et de riz se succedent selon la
saison.

Le climat dans ces sites est caractéristique des régions de savanes
soudaniennes, avec une saison séche de novembre a mai et pluvieuse de juin a
octobre. La pluviométrie moyenne varie de 600 a 900 mm d’eau par an.

Les principaux vecteurs du paludisme rencontrés dans ces zones sont An.
gambiae s.5., An. arabiensis, et An. funestus s.1.. Ils transmettent dans 95% des cas

Plasmodium falciparum.
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Figure 19 : situation géographique des quatre sites d’étude.
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2. Echantillonnage des larves

Une série de onze (11) collectes de larves a Nongremasson et
Saaba, deux (2) & Zampa et une (2) & Boromo a été réalisée. Les
collectes ont été faites en équipe avec les agents du CNRFP de juillet a
aott 2006.

Les prélévements ont été faits selon la méthode du « Dipping » a ’aide de
louches en aluminium munies de manches longues. Dans les petites collections d’eau
(flaques et empreintes) la totalité du gite a été prélevée. Quant aux gites de grande
taille (canal, barrage, cave de briques), des prélévements en plusieurs points ont été

effectués. Les larves ont été ramenées a I’insectarium pour I’élevage.

3. Elevage des larves.

A P’insectarium les larves sont triées puis mises dans des bacs, contenant 1’eau
de forage. Elles sont reparties en moyenne de cent (100) par bac pour optimiser leur
croissance. L’utilisation de ’eau de forage non traitée a pour but d’éviter ’influence
des résidus chimiques tels que I’hypochlorite de sodium sur la croissance larvaire. Les
larves sont nourries avec des croquettes pour chat qui sont des aliments riches en
protéine et en minéraux utilisées pour nourrir les larves. Chaque bacs est recouvert de
toile moustiquaire et entreposé dans une salle dont I’humidité relative varie entre 70 a
80% et la température entre 25 a 30°C.

La photopériode est assurée par des tubes fluorescents éclairant de 6heure du
matin a 6h du soir. A la fin de la phase imaginale les nymphes sont prélevées et mis
dans une cage cubique de 30cm de coté. A I’émergence, les adultes sont nourris de jus
sucré a 20% de saccharose. Les imagos de deux (2) a cinq (5) jours, sont contr6lés
morphologiquement et les femelles sont isolées pour €tre soumises au test de

sensibilité.

4. Test de sensibilité
Suivant la méthode OMS (WHO, 1998), les épreuves de sensibilité¢ ont
consisté a déterminer la mortalité d’un nombre de femelles a jeun d’An. gambiae s.1.

dgées de 2 4 5 jours a partir de la date d’émergence.
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4.1. Matériel de test

- Le Kit OMS
Les tests ont été réalisés avec les kits OMS comprenant des tubes d’aspiration

(fig.20), des tubes d’exposition a I’insecticide marqués en rouge (fig.21), des tubes
d’observation marqués en vert (fig.22), des anneaux de cuivre et d’argent, des papiers
filtres de 145x120 mm imprégnés d’insecticide, des papiers de contréle imprégnés
d’huile (ou a défaut des feuilles blanches normales) et des aspirateurs a bouche.

Les tubes d’observation et d’exposition mesurent 125mm de long et 45mm de
diameétre. Les tubes d’observation (vert) sont tapissés de feuilles blanches normales
sans insecticide et retenu contre la paroi par un anneau d’argent tandis que les tubes
d’exposition (rouge) sont tapissés de papier imprégné d’insecticide retenu également
contre la paroi par un anneau de cuivre. Les tubes d’aspiration ont servi a introduire

les moustiques dans les tubes d’observation.

Figure20 : Tube d’aspiration (WHO, 2006)

ey ®

oy, ~

Figure 21 : tube d’exposition Figure22: Tube observation
(WHO, 2006) (WHO, 2006)
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- Les insecticides

Des femelles d’anophéles ont été testées vis-a-vis de deux pyréthrinoides (la
perméthrine a 0,75%, et la deltaméthrine a 0,05%) et d’un organochloré (le DDT a
4%). Les concentrations observées pour ces insecticides sont considérées comme

discriminatives de la sensibilité (WHO, 1998).

4.2. Déroulement du test

Un test normal, demande un minimum de cent cinquante (150) moustiques par
insecticide. Cent (100) sont exposés a l’insecticide et cinquante (50) servent de
témoins. Les tubes d’exposition réservés aux témoins sont tapissés de papier blanc
normal sans insecticide. Cent cinquante (150) femelles a jeun ont été transférées dans
les tubes d’observation. Les moustiques sont repartis par nombre de vingt cing (25)
par tube. L’ ensemble est laissé en observation pendant 60min dans le but de permettre
aux moustiques de récupérer et de s’assurer que le transfert n’a eu aucun effet Iétal
sur eux. Les moustiques tombés durant cette mise en observation sont remplacés
avant le début du test, par des vivants de méme provenance, espéce, dge et méme état.

Le déroulement du test peut étre décrit en quatre (4) étapes.

Etape 1: A I'issue des 60 min d’observation, un dispositif technique est mis
en place pour obtenir des conditions favorables au test (température :25 + 2°C;
humidité relative : 70 a 80%). Les tubes sont montés deux (2) a deux (2) I’un contre
’autre sur un tiroir (tube contrdle/tube d’exposition ; fig.24). Le tiroir comprend
une glissiére permettant son ouverture et sa fermeture et deux faces dont ’une est
marquée en vert et I’autre en rouge. La face marquée en vert du tiroir est dirigée vers

le tube d’observation (vert) et la face marquée en rouge vers le tube d’exposition

(rouge)

Etape2 : Ouvrir la glissiere de sorte a faire communiquer les 2 tubes et faire
passer tous les moustiques du tube d’observation vers le tube d’exposition (fig.21).
Le passage se fait en soufflant avec délicatesse a travers la toile de moustiquaire
tapissant le bout du tube contenant les moustiques. Fermer la glissicre aprés le

passage, déconnecter le tube d’observation et garder les tubes en position verticale
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pendant toute la durée du test. Les moustiques des tubes témoins sont traités de la

méme maniére.

Etape 3 : Au passage dans chaque tube, un chronometre est mis en marche et
le temps est compté. L’exposition a duré 60min au cours desquelles le nombre de
moustique qui tombe sous ’effet de choc « Knock down » (KD) de I’insecticide est

noté a intervalle de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 et 60 (min).

Etape 4: A la fin du temps d’exposition, les moustiques sont re-transférés
dans les tubes d’observation et laissés 24 heures avec un coton imbibé de solution de
saccharose, dans les mémes conditions de température et d’humidité (fig.22). Au bout
de ces 24h d’observation, la survivance et la mortalité¢ sont évaluées dans le lot des

moustiques soumis a I’insecticide et dans celui des moustiques témoins.
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Figure23 : Mise en tube des moustiques Figure24 : Tube monté 2 a 2 lors du transfert
(WHO, 2006) (WHO, 2006)

4.3. Analyse des données

Elle a consisté a déterminer le taux de mortalité et les temps de Knock down (KD) 50
et 95%.
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4.3.1. Mortalité

Pour une bonne interprétation des résultats, la mortalité du lot témoin doit étre
inférieure a 5%; en cas de mortalité comprise entre 5% et 20%, la formule d'Abbott
qui corrige la mortalité des moustiques exposés, permet encore l'exploitation des

données. Si la mortalité du lot témoin est > 20%, le test est a refaire.

- En fonction des résultats, I’OMS recommande I’interprétation suivante :

98 a 100% de mortalité équivaut a une sensibilité.

80 a 97% de mortalité €quivaut a une résistance possible a confirmer (En
refaisant le test ou mieux en testant la descendance des individus survivants).

< 80% de mortalité équivaut a une résistance probable.

Ces criteres sont a moduler selon les conditions expérimentales avec des
conditions optimales de réalisation. Une mortalité inférieure a 95% dans les effectifs

supérieurs a 100 permet de suspecter fortement une résistance.

4.3.2. Détermination des temps Knock down (KD) 50 et 95%

Les temps de KDsg et KDos corresponde au temps au bout desquels respectivement
50% et 95 % de la population sont tombés sous de I’effet de choc de I’insecticide. Le
nombre de moustiques morts ou paralysés au fond du tube (moustiques “krniocked-down™) noté
toutes les 5 minutes pendant le temps d'exposition diagnostique de 60 minutes a été utilisé
pour déterminer les temps Knock down.

L’analyse des temps de KD apporte plus d’information sur ’apparition
précoce de la résistance que la seule mortalité. L’augmentation des temps de KD est

plus rapidement observée que la diminution significative de la mortalité.
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5. Identification moléculaire des membres du complexe An.

gambiae.s.l.

5.1, Extraction de PADN

L’ADN total de chaque moustique est extrait selon le protocole décrit par
Paskewitz ef al (1990). Le moustique est homogénéisé dans 1001 de solution tampon
de cassage «Grinding buffer» (SM de Nacl, 0,5M d’EDTA, 1M de tris-HCI, 10% de
SDS et pH = 7,5), a 1’aide de pestelles et de rotors, puis incubée a 65°C pendant 30
min. On ajoute ensuite 14 pl d’acétate de potassium a 8M pour précipiter les protéines
et aprés avoir bien mélangé au vortex, on incube a —20°C pendant 30 min. On procéde
ensuite a une centrifugation & 14.000 rpm pendant 15 min. Le surnageant est alors
prélevé puis ajouté a 200ul d’éthanol 100% contenu dans un tube (Eppendorf)
préalablement préparé (portant le numéro d’identification du moustique).

Le nouveau mélange est incubé a —20°C pendant 30 min, puis centrifugé a
nouveau a 14.000 rpm pendant 15 min. Le surnageant est vidé, on ajoute 200ul
d’éthanol 70°C et I’on centrifuge a nouveau pendant 5 min. Le surnageant est encore
vidé et le tube séché dans I’étuve a vide ou sous une hotte. Le culot d’ADN obtenu est

dissout dans 300ul d’eau distillée stérile et conservé a —20°C.

5.2. 1dentification des membres du complexe Anopheles gambiae

Les membres du complexe An. gambiae ont été identifié par la technique de

Fanello et al (2002).

5.2.1. Amplification

Pour chaque spécimen, 0,8ul d’ADN ont ¢té amplifiés dans 9,2pl d’un mixte
composé d’une solution d’H,0, de Buffer X10, de MgCl,[25mM], de dNTPs[10mM],
de UN[4mM], de GA[2mM], de AR[6mM] et 0,07u! de taq.

- UN ou amorce universelle est commun 2 toutes les espéces d’Anopheles

(séquence en annexel).

- GA est une amorce spécifique d’Anopheles gambiae.s.s (séquence en

annexe).
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- AR est une amorce spécifique d’Anopheles arabiensis (séquence en
annexe.l).

L’amplification a lieu dans un thermocycleur de type PTC-100 ou PTC-200 ou
Mastercycler selon le programme suivant: 2 min a 94°C, suivi de 30 cycles
consistant chacun en une dénaturation de I’ADN a 94°C pendant 30s, une hybridation
des amorces a 50°C pendant 30s, une élongation & 72°C pendant 30s. L’amplifiat est
ensuite maintenu a 72°C pendant 7min pour parfaire 1’élongation. La composition

volumétrique du mixte est présentée en annexe.

5.2.2. Restriction

Les produits de la PCR sont soumis & une digestion par I’enzyme Cfol qui
reconnait la séquence GCG/C. Dans chaque tube est ajouté 1pl de mixte composé de
Buffer, de I’eau bi-distillée et de ’enzyme (Cfol) et I’ensemble est incubé a 37°C
pendant 3h (Fanello et al., 2002). La composition volumétrique du mixte est présentée

€n annexe.

5.2.3. Electrophorése

Les produits de la digestion enzymatique sont soumis a une électrophorése sur
gel d’agarose a 1,5% contenant du bromide d’éthidium a 3%.

Ce gel est préparé en dissolvant 1,5 g d’agarose dans 100 ml de tampon TBE
(Tris-Borate-EDTA. 0,5 X). Le mélange est chauffé jusqu'a ébullition dans un four a
micro-onde. Le gel est refroidi a environ 45°C et 3 ul de bromide d’¢thidium sont
ajoutés. Le bromide d’éthidium se fixe sur les ponts hydrogénes des acides
nucléiques, ce qui rend les bandes d’ADN fluorescentes. Le mélange est ensuite coulé
dans un bac a électrophorése contenant des peignes et laissé a la température ambiante
pour la solidification.

Apres la solidification du gel, les peignes sont retirés. Le gel est déposé dans
un bac rempli de TBE 0,5X et 12 pl d’un mélange (2 pl de tampon de migration plus
10 pl de PADN amplifié et digéré) est logé dans chaque puits. Les puits extrémes (le
premier et le dernier puits) sont chargés avec les contrdles positifs constitués
d’Anopheles arabiensis et de la forme moléculaire S d’An. gambiae s.s. La migration

est faite 4 100 volts (V) pendant 30 mn et la lecture des bandes d’ADN se fait par
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révélation aux rayons ultra violets (UV) & 312 nm. Le gel est placé au dessus des
rayons ultra violets et griace a la fluorescence du bromide d’éthidium, les bandes

d’ADN deviennent visibles. Une photographie du gel est réalisée et interprétée.

5.2.4. Interprétation des bandes d’ADN

Apres la restriction par I’enzyme Cfol, ’espéce An. arabiensis se caractérise
par une bande a 315 bp. La forme moléculaire M de I’espéce An. gambiae s.s.
présente une bande a 390 bp, tandis que la forme moléculaire S d’A4n. gambiae s.s. se

caractérise par deux bandes, la premiére a 300 bp et la deuxiéme a 100bp (photol).

5.3. Caractérisation moléculaire du géne Kdr chez An.gambiae s.1.

Cette caractérisation a été faite aprés I’identification moléculaire des membres
du complexe An. gambiae s.I. Cette caractérisation est basé sur [’analyse des
mutations nucléotidiques portant sur une région de I’ADN codant pour la protéine du

canal para sodium, I’un des sites de fixation des insecticides.

5.3.1. Amplification

L’ADN est amplifié selon le protocole décrit par Martinez-Torres et al (1998).
0.5ul d’ADN sont amplifié dans 10 pl de solution mixte contenant du Buffer (1X),
MgCl, (1.5 M), dNTPs (0.1 M), de la taq (1.5 U), Agdl et Agd2 (40 pmole) et
amorces spécifiques Agd3 et Agd4 (20 pmoles).

Agdl et Agd2 sont respectivement des amorces sens et anti sens communes a
la souche homozygote (sensible : SS ou résistante : RR) et hétérozygote (RS).

Agd3 est spécifique a la souche résistante.

Agd4 s’hybride sur le génome de la souche sensible.

Le mélange est incubé dans un thermocycleur selon le programme suivant :

Un premier cycle de 94 °C pendant 3 min, 48 °C pendant 30 s, 72 °C pendant 30 s,
suivi de 45 cycle de 94 °C pendant 30 s, 48 °C pendant 30 s, 72 °C pendant 30 s et
d’une élongation finale a 72 °C pendant 5 min. La composition volumétrique du mix

est présentée en annexe.
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5.3.2. Electrophorése

Un gel de 1,5% d’agarose et de 6% de Bromide d’éthidium est préparé dans les
meémes conditions que celui qui a servi & I’identification des espéces. 12 pl de produit

PCR sont migrés pendant 45min sous une tension de 100 volts.

5.3.3. Interprétation des bandes d’ADN

Les homozygotes (SS ou RR) et les hétérozygotes (RS) présentent tous une
bande a 300bp. La deuxiéme bande des SS se situ a 140bp et celle des RR a 200bp.
En plus de la bande a 300bp, deux bandes situées I’'une a 200bp et ’autre & 140bp

caractérisent les RS.

6. Analyses statistiques

Les données ont été saisies dans Excel. Les KDTsg et KDTgs, ont été calculés a
partir du logiciel XL-STAT 7.5.3, selon le modéle log-probit (Finney, 1971), avec un
intervalle de confiance de 95% et une convergence de 0.000001.La comparaison de la
fréquence du géne Kdr entre village a été faite avec le test de Student a 1’aide du

logiciel SYSTAT.9.
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1. Mortalité d’An.gambiae.s.l. 24h aprés le test

Les pourcentages de mortalité enregistrée dans les témoins ont toujours été
inférieurs a 5%. Aucune correction de la mortalité n’a donc été nécessaire.
Ces pourcentages de mortalité ont varié de 56 a 93% pour le DDT. Le plus faible
pourcentage a €té observé a Zampa (56%) et le plus élevé a Nongremassom (93%).
Les taux de mortalité ont varié de 98 % a Boromo et Saaba a 100 % a Zampa et
Nongremasson pour la perméthrine (Tableau I). Pour ce qui concerne la
deltaméthrine une mortalité de 100 % a été observée dans les trois villages ou elle a

été testée.

Tableau I : Taux de mortalité et effectif des populations testées ( ) aux trois insecticide:

dans les 4 sites.

Village DDT 4% Perméthrine 0,75% Deltaméthrine 0,05%
Boromo 88%(102) 98%(107) 100%(97)
Nongemasson  93%(102) 100%(106) 100%(105)
Saaba 92%(107) 98%(105) *

Zampa 56%(100) 100%(102) 100%(100)

* . insecticide non testé

2. Temps de Knock down observé dans les quatre sites

Les tableaux LII, III et IV regroupent les données respectives des KDT sq et o5
du DDT, de la perméthrine, et de la deltaméthrine pour les quatre sites d’études.

Pour ce qui concerne le DDT, les KDT déterminés pour les différentes
localités ont varié de 30,52 a 47,52 pour le KDT50 et de 66,77 a 105,69 min pour le
KDT95 (Tableau II). Les plus courts KDTsy et KD95 ont été observés dans le
village de Nongremasson. Les plus long temps de KD 50 et KD95 ont été observés a

Zampa.
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Tableau II : Temps de KDTso, KDTos et les intervalles de confiances () 4 95% pour le

DDT4% par village.

Village KDTsy (min) KDTys (min)
37,36 79,90

Boromo (35,51-39,42) (71,92-91,18)
30,52 66,77

Nongremasson (29-32,11) (60,70-75,08)
34,84 69,50

Saaba (33,28-36,50) (63,67-77,43)
47,52 105,69

Zampa (44,74-50,97) (91,61-127,92)

Pour la perméthrine, le KDTso a varié de 5,16 & 13,33min et les KDT ¢5 de

25.63 a 38,34 dans tous les sites (Tableau III). Le temps minimal de KDTsy a été

observé a Boromo (5,16min) et le maximal a Nongremasson (13.33min). Quant au

KDTys, la plus petite valeur a été relevée a Nongremasson (25.63min) et la plus

grande a Saaba (38,34). Le KDT o5 de la perméthrine a été en dessous d’une heure

pour tous les échantillons des quatre villages.

Tableau III : Temps KDT50, KDT95 et les intervalles de confiance () a 95%

pour la perméthrine par village.

Perméthrine 0.75%
Village KDT 50 (min) KDTys (min)
5,16 34,93
Boromo (3,99-6,27) (29,48-43,50)
13,33 25,63
Nongremasson (12,55 -14,07) (23,75-28,12)
12,07 38,35
Saaba (11,00-13,11) (34,45-43,60)
12,94 27,51
Zampa (12,07 -13,76) (25,335-30,40)
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La deltaméthrine 0.05% n’a été testé que pour trois sites (Boromo,
Nongremasson, et Zampa). Les temps varient de 4,9min a 7,32 pour le KDT50 et de
9,28 a 14,82 pour le KDT95 (Tableau IV). Les temps les plus courts ont été observés

a Nongremasson et les plus longs a Zampa.

Tableau IV : Temps de KDT50, KD95 et les intervalles de confiance () a 95% pour

la Deltaméthrine par village.

Deltaméthrine 0.05%
Village KDTS50 (min) KDT9S (min)
5,82 13,022
Boromo (5,20-6,39) (11,603-15,17)
4,9 9,284
Nongremasson (4,37 -5,34) (8,260-11,10)
Saaba * *
7,32 14,827
Zampa (6,73-7,87) (13,44-16,80)

* : Insecticide non testé

3. Distribution des membres du complexe Anopheles gambiae

s.l. dans les quatre villages

Sur les 1132 moustiques testés, 1073 ont été identifiées avec succés par la
technique de la PCR soit un taux de succés de 95%. La forme moléculaire M d’An.
gambiae.s.s a été dominante dans les quatre villages avec une fréquence moyenne de
0,70. La plus forte fréquence de la forme M a été observée & Saaba. Elle est suivie de
la forme moléculaire S d’An. gambiae s.s. avec une fréquence moyenne de 0,18. La
plus forte fréquence de la forme S a été enregistré a Zampa. d’An. arabiensis a

Boromo (0,32) et Nongremasson (0.16) (Tableau V).
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TableauV : Distribution des membres du complexe An. gambiae s.1. dans les 4

villages

Localités An.arabiensis  Forme moléculaire M Forme moléculaire S  Effectifs
Boromo 0,32 0,46 0,21 284
Nongremasson 0,16 0,74 0,11 390
Saaba 0,01 0,88 0,11 200
Zampa 0,01 0,70 0,29 199

4. Distribution de fréquence du géne Kdr

4.1 Fréquence du géne Kdr entre les sites

Les fréquences du géne Kdr ont varié de 0,05 a 0,23. La forte fréquence a été
observée Zampa (0,23) et la plus faible & Boromo (0,05). L’analyse statistique de ces
résultats montre qu’il n’y a pas de différence statistique entre les fréquences du géne

Kdr dans les quatre villages (t=1; df =3 et p=10.306)

Tableau VI: Fréquences du géne Kdr et effectifs des moustiques par

village

Localités Fréquences Effectifs
Boromo 0,05 284
Nongremasson 0,07 388
Saaba 0,06 198
Zampa 0,23 197

4.2. Fréquences du géne Knock down résistance(Kdr) au sein des membres

du complexe An.gambiae.s.l. dans les quatre villages.

Le géne Kdr a été observé en au niveau des trois membres du complexe A4n.
gambiae.
A I’exception de Saaba, les fréquences du géne Kdr ont été plus fortes au niveau de la
forme moléculaire S d’4n. gambiae s.s. suivie de la forme moléculaire M d’4n.

gambiae s.s et d’An. arabiensis dans tous les sites, avec respectivement des
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fréquences moyennes de 0,18; 0,078 ; 0,01. Les membres d’An. arabiensis qui ont
présenté le géne Kdr proviennent tous de la localité de Nongremasson.

A Boromo les génes Kdr ont été exclusivement observés au niveau de la forme
moléculaire S d’An. gambiae s.s tandis qu’a Saaba c’est uniquement chez la forme

moléculaire M d’An. gambiae 5.5 que ces geénes ont été¢ enregistrés.

TableauVII : Fréquence du gene Kdr au sein des membres du complexe 4n.

gambiae s.1. dans les 4 sites d’études

Localités An. arabiensis forme moléculaire M forme moléculaire S Effectifs
Boromo 0,00 0,004 0,22 284
Nongremasson 0,04 0,07 0,12 388
Saaba 0,00 0,07 0,00 198
Zampa 0,00 0,17 0,38 197
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Selon les critéres définis par ’OMS, un taux de 100% de mortalité 3 un
insecticide testé a la dose discriminante, traduit une bonne sensibilité. Si ce taux varie
de 80 a 98%, il indique une résistance a confirmée. En dessous de 80%, il y a une
résistance probable.

Les résultats obtenus avec le DDT indiqueraient une résistance probable a
Zampa (56%) et une résistance a confirmée a Boromo (88%), Nongremassom (93%)
et Saaba (92%).

Dans les quatre localités, les taux de mortalité ont varié de 98 a 100% avec la
perméthrine traduisant ainsi une sensibilité a cet insecticide. Avec la deltaméthrine, on
obtient des pourcentages de mortalité de 100% qui exprimeraient une sensibilité
d’An.gambiae.s.l a cet insecticide dans les trois villages ou elle a été testée. Nos
résultats sont similaires & ceux de Diabaté et al (2002) au Burkina Faso, au cours
d’une étude estimant la mortalité du complexe Anopheles gambiae issue de différentes
zones (urbaine, rizicole, cotonniére et contrdle), par rapport a la perméthrine 1%, la
deltaméthrine 0,05% et le DDT 4%. Une autre investigation récente (Ilboudo-Sanogo
et al., données non publiées) réalisée en 2005 sur la sensibilité¢ d’Anopheles gambiae
s./ aux insecticides a Boromo, Nongremasson, Saaba et Zampa a permis d’obtenir des
taux de mortalité variant de 93 a 100% a la perméthrine 0,75%, de 99 a 100% a la
deltaméthrine 0,05% et de 89,56 a 99% au le DDT 4%. La comparaison de ces
données a celles de la présente étude montre une augmentation de la sensibilité des
vecteurs a la perméthrine en 2006 contre une progression de la résistance au DDT.
Pour ce qui est de la deltaméthrine, les vecteurs sont restés sensibles au cours des
deux années.

L’observation globale de ces pourcentages de mortalité dans les quatre
villages, montrerait une tendance a la résistance aux insecticides dans les zones a
activités agricoles intenses. Les insecticides utilisés en agriculture étant les mémes
que ceux utilisés en santé publique, il se pourrait qu’une pression de leurs part soit en
relation avec le phénomeéne de la résistance rencontré dans les zone de forte activité
agricole comme Zampa et Boromo. Cet argument est aussi partagé par Akogbeto et al
(2006), qui ont recherché au cours de leurs études, des résidus de pesticide dans le sol
et les eaux des aménagements agricoles pouvant favoriser I’émergence des souches

résistantes, des vecteurs du paludisme au Bénin.
Dans les sites périurbain et urbain, Saaba et Nongremassom bien que la

maraichéculture ne demande pas les mémes besoins en insecticide que dans les zones
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rurales, 'usage des insecticides associ€es a celle des bombes aérosols et serpentins
contribueraient & la résistance au DDT, comme le montreraient Ouédraogo J.B. ef al.,
(données non publiées) et Matola ef al., (1990).

Au cours de I’étude actuelle, les tests de sensibilité ont permis de déterminer
les temps de knock down 50 et 95 (KDTsp et KDTos) des insecticides testés. En
faisant encore le parallélisme aux données non publiées de Ilboudo-Sanogo et al., la
diminution des KDT50 de la perméthrine entre 2005 et 2006 confirmerai un regain de
la sensibilité d’An.gambiae s.1. a cet insecticide. Tandis que 1’allongement de celui du
DDT ne ferait que démontrer la résistance au DDT a Zampa, Boromo, Nongremasson
et Saaba. Avec la deltaméthrine on note une baisse des KDT50 et KDT95 de 2005 a
2006. Ce qui confirmerait d’avantage la sensibilit¢ d’An. gambiae sl a ce
pyréthrinoide. La résistance au sein des membres du complexe Anopheles gambiae.s.l.
serait aussi fonction de la distribution de ses membres. La technique de Fanello et al
(2002) aurait permis d’identifier 1072 sur 1132 spécimens, soit un taux de succés de
95%.

Dans les quatre localités étudiées, la forme moléculaire M d’Anopheles
gambiae.s.s. représenterait la plus forte fréquence (0,69). Elle est suivie de la forme
moléculaire S (0,18) et de ’espece Anopheles arabiensis (0,13). Ces fréquences
confirment les observations déja faites par Ilboudo-Sanogo (2001), sur la dominance
de la forme moléculaire M d’An. gambiae s.s par rapport aux autres espéces du
complexe An. gambiae s.I dans les différentes zones du Burkina Faso. La fréquence
de chaque espéce donnée dans chaque zone serait en rapport avec les conditions
bioclimatiques évoquées dans les études antérieures par Coluzzi (1979). Suivant cette
distribution, la recherche du géne Kdr s’est révélée effective dans tous les sites. Des
fréquences Kdr de 0,05; 0,06; 0,07 et 0,23 ont été respectivement trouvées a
Boromo, Saaba, Nongremassom et Zampa. Elles sont supérieures a celle qu’ont
trouvées Ilboudo-Sanogo ef al., (données non publiées) en 2005 ou les fortes
fréquences avaient été notées a Zampa (0,03) et Boromo (0,029).

Sur ’ensemble des sites étudiés la fréquence du géne Kdr chez An. arabiensis
est seulement représenté a Nongremasson. Ce résultat est similaire a celui de Diabaté
et al (2004) dans une étude sur la «Distribution de la mutation Kdr leucine-
phenylalanine a travers le complexe Anopheles gambiae au Burkina Faso ». Dans la
méme étude, les fréquences du géne Kdr obtenues par Diabaté et a/ (2004) pour la

forme moléculaire S d’Anopheles gambiae évoluaient de 0,17 a 0,6 alors que celle de
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la forme moléculaire M était de 0,2. Parmi les échantillons qu’ils avaient traités, ils
n’avaient trouvé la mutation Kdr que chez un seul spécimen d’Anopheles arabiensis.
La tendance de la répartition du géne Kdr chez les formes moléculaires M et S d’A4n.
gambiae s.s observée par Diabaté ef al en 2002 est la méme que celle observée par la
présente étude chez les forme M (0,17) et S (0,8) d’An. gambiae s.s. .

Cette inégale répartition du géne Kdr entre M et S avait fait pensé au départ a
’existence d’une forte barriére génétique entre les deux forme (Hougard et al., 2002),
mais ce fait n’excluait pas ’absence totale du flux de géne. Par ailleurs ’hypothése de
’introgression possible d’une forme a I'autre (Weill et al., 2000; Hougard et al.,
2002) expliquerait cette inégalité.

De maniére générale la prise en compte de la période de la collecte des larves
de juillet & aolit 2006 permettrait de penser que les insecticides utilisés pour
I’épandage des champs de coton, des bassins de riziculture et la population rurale et
urbaine, pourraient se retrouvés dans les gites larvaires et contribués a la sélection des

vecteur dés la phase pré-imaginale.
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VII. CONCLUSION ET
PERSPECTIVES
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Les tests de sensibilité aux insecticides ont permis de noter une résistance a
confirmée au DDT et une sensibilité a la perméthrine dans les quatre villages. La
deltaméthrine est sensible dans les trois villages (Boromo, Nongremasson et Zampa)
ou elle a été testée.

A Zampa, toutes les conditions seraient réunies pour dire que la résistance au DDT
est une réalité.

L’identification des espéces An. arabiensis et les formes moléculaires M et S
d’An. gambiae s.s a montré que la forme moléculaire M était la plus dominante dans
les quatre villages. Elle est suivie de la forme moléculaire S et d’An. arabiensis.

Le géne Kdr a été trouvé dans tous les villages chez An. gambiae 5.l la
fréquence la plus forte de ce géne s’observe a Zampa (0,23). Sa distribution au sein du
complexe dans les différents sites de 1’étude est marquée par une fréquence élevée
chez la forme moléculaire S avec une forte fréquence a Zampa (0,38). Chez An.
arabiensis, la mutation Kdr n’a été trouvé uniquement qu’a Nongremasson.

Selon des donnés non publi€es en 2005 (Ilboudo-Sanogo et al) on noterait une
augmentation de la fréquence du géne Kdr dans les populations d’An. gambiae s.1. des
4 localités en 2006 ; méme si la différence de fréquences entre les 2 années n’est pas
toujours statistiquement significative, nous pouvons parler d’une progression de la
résistance des vecteurs aux insecticides dans ces localités.

L’interprétation des données des enquétes sociologiques sur les insecticides
utilisés (données non traitées du CNRFP) et la recherche de leurs résidus
d’insecticides dans les sols et les eaux des gites larvaires pourraient apporter des
éléments élucidant Vorigine de la résistance et son impacte sur la dynamique des

populations vectorielles du paludisme.
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1 : Préparation des mix pour ’amplification et la restriction

v" Composition volumétrique du mix pour Iidentification d’An.

arabiensis et An. gambiae s.s.

Réactifs Volume

H,0 6,33

Buffer (10X) 1

Mg Cl, (25mM) 1 |

DNTP (10mM) 0,2

UN (4pM) 0,2

GA (2pM) 0,2

AR (6,2pM) 0,2

Taq polymeérase (0,35 UI) 0,07

Volume total du mix 9,2
ﬁADN a ajouter au mix 0,8

Volume total 10

v' Séquences et température d’hybridation (T},) des amorces utilisées
dans D’identification des espéces d’An. gambiae s.1.

Amorces Séquences Ty=2(A+T)+4(G+C) °C
UN 5’-GTG-TGC-CCC-TTC-CTC-GAT-GT-3’ 64
GA 5’-CTG-GTT-TGG-TCG-GCA-CGT-TT-3’ 62
AR 5’-AAG-TGT-CCT-TCT-CCA-TCC-TA-3’ 58

NB : les volumes sont exprimés en ul et correspondent aux volumes nécessaires a

["amplification d’un extrait d’ADN.
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v Composition volumétrique du mix pour la restriction.

Réactifs Volume
H,O 0,6
Buffer (10X) 0,38
Enzyme Cfol (0,05 UI) 0,02
Volume total 1

NB : les volumes sont exprimés en ul et correspondent aux volumes nécessaires a la

digestion ou restriction.

v Composition volumétrique du mix pour I’identification du géne

Kdr.
Réactifs Volume
H,0 4,92
Buffer (10X) 1
Mg Cl, 25mM) 0,6
DNTP (10mM) 0,5
Agdi/Agd; 20pM) 0,32
Agds/Agds 20pM) 0,32
Taq polymérase (0,35 UI) 0,1
Volume total du mix 8,4
ADN a ajouter au mix 1,6
Volume total 10

Agd;: 5-ATA-GAT-TCC-CCG-ACC-ATG-3’ (Matinez-Torres et al., 1998)
Agd; : 5’-AGA-CAA-GGA-TGA-TGA-ACC-3’
Agdy: 5-AAT-TTG-CAT-TAC-TTA-CGA-CA-3’
Agdy : 5°-CTG-TAG-TGA-TAG-GAA-ATT-TA-3’
NB : les volumes sont exprimés en ul et correspondent aux volumes nécessaires a

["amplification d’un extrait d’ADN.
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SUMMARY

Malaria vectors resistance 1o insecticides 15 an obstacle w vectors control. Such a
resistance may be due 1w agricultural use ol pestivides but this relutionship is not clearly
established. In order to test this assumption. the seasitivity of dnopheles gambiae 5.1 w DD,
permethrin and deltamethrin was evalvated from July w August 2006 in 4 rural villages.
where msecticides ure nsed i rice and cotton cultivation (Boromo. Zampa) and in vegetable

gardens (Saaba, Nongremasson ).

To assess susceplibility (o insecticide using the standard WHO (1998) procedures, two
to five days old female mosquitoes were nsed. The 30% and 25% kpock down time (KD 1w
and KD Tys) and the 24 hours monality rate wore determined. All specimens identified as An
gambine 5.1, were PCR 1ested (or specics and the molecular furms identification (Fanello of
al, 2002) and detection of the Leu Phe kdr mutation tMurtinez-Torres ¢ «f., 1998). Diia
were aniyzed using XLSTAT software, 1132 An gombiae 57, were wwested for susceptibility
w DOT and pyrethroids. The morality rte for permethrin vaned between 98% and 100%
Mosquitoes sensitivity incrensed as conlirmed by KD Ty values between 5.16 and 1207 min.
Mortality rate varied between 56 and 96%, which contirmed vectors resistance 10 DDT.
Vectors population rempined deltumethrin-sensitive during this period with a moraliny rate
100%. ). Kdr gere was found in all A geandiae s 1 members including An. arablensis and the
M und 8§ molecular forms of Ai. ganibiae 5 5. Moreover, we showed that the fiequeney of the
Kdr gene was higher in Zampa (0.23) and low in Boroino(0.05). In the An. gambise complex.
the Kdr gene is more frequent in An gambiae 5.5 (0.72) and less frequent in An arabiensis
(0.04). Vectors resistance to DD is actual but they seemed sensitive 1o pyrethroids. However
the presence of Kdr gene in the study area showed that resistance to pyeethroids is under
installation, so it should be taken mto account for decision-making

Key words: An. gambiae 5./, resistance, pyrethrowds, organochlorin, Knock down resistance,





