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RESUME

De Aottt 2006 a Janvier 2007, une étude a été menée, dans treize sites du bassin
cotonnier de I’Ouest du Burkina Faso avec pour objectif de réactualiser la fréquence du géne
kdr, et d’investiguer la présence et la dispersion du géne ace.l1 chez An. gambiae sl. Les
résultats montrent une augmentation importante de la fréquence du géne kdr chez la forme
moléculaire M d’An. gambiage. Chez cette forme M nous assistons a une progression
géographique de ce gene, comparativement aux travaux reéalisés par d’autres auteurs en 2000
et le niveau de la fréquence du géne a augmenté de dix fois. Mais si on considére ’ensemble
des treize sites il n’y avait pas d’augmentation significative de la fréquence du géne chez la
forme S depuis 2000.

Le géne ace.1 a été observé avec des fréquences relativement élevées chez la forme S
dans tout [’Ouest du pays, et seulement dans cinq localités chez la forme M. Quant 2 la
fréquence de ce géne chez An. arabiensis, elle a été observée avec une valeur assez élevée
dans la seule localité de Diébougou.

Toutefois la fréquence du geéne ace./ pourrait progresser rapidement au sein des
populations d 'An. gambiae sl a cause de la pression de s€lection exercée par |’utilisation des
organophosphorés et des carbamates dans agriculture dans ces régions. Mais pourrait étre

¢clairei par des bioessais.

Mots clés: insecticides, génes de résistance ace.l et kdr, Anopheles gambiae, bassin

cotonnier, Burkina Faso.
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INTRODUCTION

Le paludisme est une maladie parasitaire dont Plasmodium falciparium est 1’agent
causal le plus fréquent et le plus virulent, transmis par la pigfire de femelle d’anopheles. Il est
responsable de 30-50 % des admissions dans les hopitaux et d’au moins 50 % des
consultations externes dans les zones de forte transmission (OMS, 1998). Entre 1,1 et 2,7
millions d’individus en meurent chaque année dont 90 % provient de I’Afrique au Sud du
Sahara (WHO, 1998; Trigg et Kondrachine, 1998). Dans les années 1950, un programme
ambitieux d’éradication du paludisme en Europe du Sud a conduit & des résultats
spectaculaires (Coluzzi, 1992). Ce programme était basé sur une stratégie de lutte intégrée

prenant en compte:
- DI’amélioration de ’habitat

la séparation des habitats hommes/animaux

la lutte antivectorielle

I’accés aux soins

la prise en charge systématique des cas

Dans la lutte antivectorielle, les premigres expériences pratiques de ["utilisation du DDT
ont donné I’'impression qu’une couverture compléte des habitations par des pulvérisations a
effet rémanent, pendant une péricde suffisamment longue, permettrait d’aboutir a
I’éradication du paludisme. Ainsi les premiéres expériences menées dans le sud de I’Europe,

en Amérique du Nord et a Taiwan ont semblé confirmer cet espoir.

Cependant, en Afrique le paludisme reste ['une des causes de retard de développement
qui en ajoute aux multiples causes de pauvreté et ol 1l sévit de fagon endémique dans bon
nombre de pays (Lemardeley er a/, 1996). Dans ['attente d’un vaccin efficace, plusicurs
initiatives ont été développées pour luiter contre cette maladie allant du traitement direct des
patients par des antipaludiques a la prévention par |’utilisation des moustiquaires imprégnées
d’insecticides (WHO, 2000). L’ utilisation des matériaux imprégnés d’insecticides a montré
qu’on pouvait réduite la morbidité palustre de 50 & 60 % et la mortalité générale de 20 %
(Alonzo et al., 1991, 1993; D’Alessandro ef al., 1995, Binka ef al., 1996). L°OMS
recommande d’ailleurs aux ¢tats d’intégrer leur utilisation dans les plans nationaux de lutte

contre le paludisme. En effet, les moustiquaires imprégnées & base de pyréthrinoides sont




considérées comme un puissant outil de prévention dont le mode d’intervention vise a briser
le contact homme vecteur (Zaim ef al, 2000). Ces moustiquaires imprégnées de
pyréthrinoides ont montré leur efficacité en réduisant le taux de transmission du parasite dans

des zones ou elles ont été utilisées a large échelle (Binka ef al., 1996).

Malgré Iefficacité de cet outil, un probléme majeur pouvant étre un facteur limitant a
leur utilisation se pose: l’émergence de la résistance des vecteurs du paludisme aux
pyréthrinoides, principaux insecticides utilisés pour [I'imprégnation des moustiquaires

(Martinez-Torrez ef al., |998).

En Afrique de I’Ouest, la résistance d’dn. gambiae est apparue dés les premiers
traitements A la dieldrine, (Mouchet, 1963). En Céte-d’Ivoire, la mutation kdr (Leu-Phe) mise
en évidence chez An. gambiae aurait probablement été sélectionnée par I’emploi massif du
DDT et des pyréthrinoides contre les ravageurs du coton (Chandre et al., 1999). Ainsi, des
souches résistantes aux différentes classes d’insecticides ne cessent de se répandre dans

plusieurs localités du pays.

En 1967, au Burkina Faso, la résistance au DDT est apparue suite a son introduction
pour traiter les plants de cotonnier (Hamon et af,, 1968). Brun et Sales (1975) attribuent la
résistance a la dieldrine d’dn. funestus a la pression de sélection exercée par la culture du
coton & Soumousso. Les travaux de I’équipe de I'IRSS/Centre Muraz ont montré que chez An.
gambiae, la fréquence du géne de résistance (kdr) est plus élevée dans les zones cotonniéres
habituellement soumises a des traitements insecticides que dans les zones rurales, ou les
paysans ne pratiquent que les produits vivrieres de consommation locale (Diabaté et al.,

2002).

En effet, il avait ét¢ montré que le géne kdr est exclusivement distribué chez la forme S
(95%) d°An. gambiae dont la typologie des gites est liée aux eaux de pluies (Touré et al.,
1998). Cependant, ’émergence du géne d’abord chez la forme moléculaire M d’An. gambiae
ss {(Fanello et al., 2000 ; Diabaté et al., 2003), et par la suite chez quelques individus d’An.
arabiensis en zone cotonniere & 1’Ouest du Burkina Fasc (Diabaté et al., 2004), confirme la

forte pression de sélection exercée par I’ utilisation a usage agricole des pyréthrinoides.

La résistance aux pyréthrinoides du principal vecteur du paludisme A4n gambiae,
représente une menace pour 1’efficacité des programmes de lutte antivectorielle basée sur cet
outil. La recherche d’insecticides de remplacement est devenue une priorité, ainsi des études

ont montré [Defficacité des moustiquaires imprégnées de nouvelles molécules



(organophosphorés et carbamates), a réduire la densité¢ des moustiques & Dintérieur des

habitations (Asidi ef al., 2004).

Des moustiquaires imprégnées par un mélange de bifenthrine (pyréthrinoide) et de
chlorpyriphos-méthyl (organophosphoré) ont montré ’effet de synergie intéressant sur An.
gambiae (Bonnet ef al., 2004). 1] a été également montré que des moustiquaires imprégnées
par un mélange de bifenthrine (pyréthrinoide) et de carbosulfan (carbamate) présentaient un
effet de synergie sur An. gambiae (Corbel ef al., 2002). Cependant une résistance du vecteur
principal du paludisme An. gambiae vis-a-vis de ces molécules pourrait donc constituer un
handicap & I'utilisation des matériaux imprégnés. En effet le premier cas de résistance de
Culex pipiens fatigans aux organophosphorés, a ét¢ observé a Douala (Cameroun) en 1958, a
la suite de traitement au malathion, (Mouchet et al., 1960). Des travaux menés en Cote-
d’Ivoire ont montré par des tests insecticides une insensibilité aux organophosphorés et
carbamates d’An. gambiae, (N’Guessan ef af., 2003). Trés récemment, il a été mis au point
une technique PCR permettant d’isoler le geéne ace.l, qui pourrait étre impliqué dans la

résistance d’An. gambiae sl aux organophosphorés et aux carbamates (Weill et al., 2004).

Récemment au Burkina Faso, lors d’une étude d’évaluation de biches imprégnées
d’insecticides en cases expérimentales dans la zone rizicole de la Vallée du Kou, 1l a été
observé, en plus du géne kdr, la présence du géne ace./ au sein des populations d’An.

gambiae ss (Dabiré com. pers.).

Notre étude a pour but de réactualiser la fréquence du géne kdr et d’investiguer la
présence et la dispersion du gene ace.l, qui pourrait étre 4 'origine de la résistance aux

organophosphorés et aux carbamates dans le bassin cotonnier.



A. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Les vecteurs du paludisme

Les moustiques constituent le groupe de vecteurs le plus important en médecine
humaine, [ls assurent la transmission du paludisme, des filarioses lymphatiques, des
arboviroses telles que la fiévre jaune, la dengue, et les encéphalites arbovirales {Rodhain et
Perez., 1985). Il existe 3200 espéces de moustiques appartenant a 37 genres différents. Seul le
genre Anopheles assure la transmission du paludisme. On compte environ 400 espéces mais
seulement une soixantaine d’entre elles peuvent étre considérées comme vecteurs et une
trentaine comme de bons vecteurs (Rodhain et Perez, 1985). Des études en Afrique ont mis en
¢vidence la complexité du systéme vectoriel, et ont montré que le paludisme était transmis par
cinq vecteurs majeurs : An. gambiae, An. arabiensis, An. funestus, An. nili, An. moucheti

(Hamon et al., 1956 ; Coluzzi, 1984 ; Mouchet ¢t al., 1993 ; Fontenille et Lochouarn, 1999).
En Afrique subsaharienne, le complexe An. gambiae compte de nos jours sept espéces.

Il s’agit de :

- An. gambiae ss Giles, 1902

- An. arabiensis Patton, 1904

- An. bwanbae White, 1985

- An. melas Theobald, 1903

- An. merus Doenitz, 1902

- An. quadriannulatus Theobald A, 1911

- An. quadriannulatus B, Hunt et af., 1998

La répartition géographique de ces especes est lide a4 des contraintes climato-
écologiques. Globalement, An. gambiae occupe majoritairement la zone de forét et de savanes
humide et séche. Cette espéce vit en sympatrie avec An. arabiensis dans la quasi totalité de la
savane afro-tropicale non méridionale. Les deux especes d’An. quadriannulatus sont
rencontrées en Ethiopie et dans I’Est de 1’ Afrique méridionale. Quant aux trois autres espéces,
An. melas et An. merus vivent respectivement sur le littoral Ouest et Est de 1’ Afrique, enfin
An. bwambae est rencontré dans la forét de Semliki en Ouganda (White, 1985). Ces trois

derniéres espéces sont allopatriques, mais vivent en sympatrie a la fois avec An. gambiae




et/ou An. arabiensis (Bryan ef al., 1987). De ces sept especes, An. gambiae ss et An.

arabiensis sont les vecteurs les plus importants et les plus répandus en Afrique tropicale.

Les analyses cytogénétiques portant sur le caryotype d’inversion chromosomique, en
particulier les inversions sur le bras droit du chromosome 2 (2R), ont montré que An. gambiae
ss est constituée de plusieurs sous populations non panmictiques {Coluzzi et al., 1985
Petrarca ef al., 1987 ; Touré ef al., 1994). En effet, en Afrique de [’Ouest An. gambiae a été
démantelée en cingq unités appelées formes chromosomiques {Bamako, Bissau, Forét, Mopti et
Savane), réparties suivant des parameétres ¢co-éthologiques (Coluzzi et al, 1985). Le
marqueur moléculaire (PCR-RFLP) développé pour cette espéce par Favia et af. (1997 ; 2001)
a démembré ces cing unités taxonomiques en deux groupes distincts appelés formes

moléculaires M et S.

Au Burkina Faso, deux formes chromosomiques, Mopti et Savane, sont rencontrées.
Elles correspondent respectivement aux formes moléculaires M et S et coexistent en
proportions variables selon les conditions climatiques et écologiques du milieu (Robert,

1989 ; Della Torre et al., 2001).

Les Anopheles sont des insectes holométaboles dont le cycle de développement est
marqué par une phase préimaginale aquatique {ceuf, larve, nymphe) et une phase adulte
aérienne (imago). La durée du développement larvaire est trés variable, An. gambiae sl
accomplit son développement larvaire en moins de 10 jours dans les collections d’eaux
stagnantes, temporaires, peu profondes, ensoleillées, faiblement chargées en matiéres
organiques et ol la température de 1’eau dépasse 30°C (Christie, 1959). La biologie de
I’adulte est orientée avant tout vers la fonction de reproduction. La femelle n’est fécondée
qu’une fois dans la vie, mais les méales peuvent féconder plusieurs femelles (Craig, 1963). Le
cycle de maturation des ovocytes qui débute avec le repas de sang et se termine avec la ponte

est dénommé : cycle gonotrophique.

2. Cycle de reproduction des anophéles

Les adultes nouvellement éclos, s’accouplent et les femelles fécondées prennent un ou
plusieurs repas de sang, suivant les espéces, et pondent. Les ceufs déposés a Ja surface de
I’eau, de forme plus ou moins ovoide, sont pourvus latéralement de flotteurs, leur permettant

de conserver une position horizontale.



A la sortie de I’ceuf, la larve mesure a peine un millimetre, mais elle subit trois mues
consécutives qui, par les modifications morphologiques qu’elles entrainent, la conduisent au
quatriéme stade ou larve adulte. La durée du stade larvaire, trés variable peut aller de six a
vingt-quatre jours. A la fin du stade larvaire, la larve, parvenue a son complet développement,
cesse de se nourrir. Elle subit alors sa quatriéme mue en donnant une nymphe. La durée de la

vie nymphale, ¢galement variable, oscille, suivant les espéces entre un et six jours.

A D’éclosion, la nymphe s’immobilise a la surface de I’eau, allonge son abdomen puis le
moustique adulte (imago), par une fente dorsale le long du thorax, dégage sa téte, ses ailles
puis ses pattes, enfin son abdomen. Quelques minutes apres, avant déplissé et étalé ses ailles,
il peut prendre son vol. La durée totale du cycle, de 'ceuf a imago, est de douze a vingt jours
en moyenne. Elle peut étre réduite ou allongée par des conditions défavorables. (Holstein,

1949),

Cyrie, g
gt

Lo

Figure 1 : Cycle de reproduction des anopheéles (Mouchet et Carnevale, 1991)



3. Taxonomie des anophéles

Les vecteurs du paludisme sont des Arthropodes appartenant a la classe des Insectes, 4
I'ordre des Diptéres, au sous-ordre des Nématocéres et 2 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

- la sous-famille des Culicinae (Bruce-Chwatt et 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. 1l regroupe 400 espéces
dont 70 sont vectrices de maladies humaines (Bruce-Chwatt et al., 1985). Plusieurs espeéces
d’anophéles vecteurs du paludisme chez ’homme ont été identifiées dont les principales sont
An. gambiae ss, An. arabiensis, An. funestus sl, An. moucheti, An. sinensis (Gentilini, 1993 ;
Costantini et al,, 1999). Au Burkina Faso, les trois premiers sus-cités sont considérés comme

les principaux vecteurs du paludisme (Majori et al., 1987 ; Petrarca et al., 1996).

4. La lutte antivectorielle

De nombreuses méthodes sont utilisables pour lutter contre les moustiques, mais pour
répondre a des critéres d’efficacité et de sélectivité, la lutte doit tenir compte avant tout de la
bio-écologie et du comportement des especes cibles ainsi que du contexte épidémiologique
dans lequel s’effectue la transmission (WHO, 1995). En fonction de ces €léments elle peut se

pratiquer a différent niveau.

4.1. L’aménagement de I’environnement

Le probléme des vecteurs et des nmsances dans les grands centres résulte de
'urbanisation anarchique et extensive, de la dégradation de l’environnement et de sa
mauvaise gestion. Les méthodes d’aménagement de |'environnement sont les mieux a méme
d’apporter une solution pérenne ; Cela recouvre toute une gamme de tdche et d’activités qui
ont été valablement définies et classées par un comité d’experts de I’OMS. Ces mesures

exigent parfois des investissements importants alors que les résultats sont socuvent longs a



apparaitre au point que les municipalités manque assez souvent de volonté mais aussi de
moyen pour s’y investir. Toute lutte antivectorielle par le biais de ’aménagement de
’environnement nécessiterait une participation active de la communauté. Elle pourrait
s’adjoindre & Paction des municipalités en nettoyant assez régulierement les alentours des

concessions afin d’éliminer les gites de reproduction des vecteurs,

4.2. La lutte biologique contre les vecteurs

La lutte biologique contre les vecteurs peut faire appel & différents agents {poissons
larvivores, virus, champignons, bactéries). Les plus promoteurs sur le terrain sont deux
bactéries sporulantes appartenant au genre Bacillus (WHO, 1984) . Bacillus thuringiensis var.
israelensis ou (B.t.1.) et Bacillus sphaericus. Ces bactéries forment des spores et des toxines
entomopathogénes puissantes et stables. Elles n’ont aucune toxicité pour I’homme et peuvent
donc étre appliquées dans les réservoirs domestiques d’eau potable et en présence de cultures
vivrieres ; méme jusqu’at moment de la récolte. Cependant ’activité résiduelle du B.ti. est
tres courte (quelques jours) et son utilisation sur le terrain nécessite donc des applications

répétées toutes les semaines.

4.3, La lutte chimique

Elle est basée sur ['utilisation des insecticides pour lutter contre les vecteurs du
paludisme et les insectes nuisants. Les nombreux insecticides utilisés de nos jours tant dans le
domaine de I'agriculture que dans la santé publique se répartissent en deux grands groupes :
les insecticides inorganiques (produits fluorés, phosphorés, et soufrés) teur usage est limité en
raison de leur manque de sélectivité sur la faune cible, et les insecticides organiques

(organochlorés, organophosphorés, carbamates, et les dérivés des plantes).

La dégradation des programmes de pulvérisation intradomiciliaire d’insecticides a effet
rémanent a fini par aboutir 2 la résurgence du paludisme et a P’abandon de la campagne
mondiale d’éradication, & la résurgence du vecteur. Cependant les nouvelles mesures de lutte
visant les moustiques adultes, pulvérisation intradomiciliaire & effet rémanent et
moustiquaires imprégnées d’insecticides sont applicables & de vastes zones géographiques que

des mesures phus spécifiques, locales ou écologiques, pour traiter les larves.



Les moustiquaires imprégnées a base de pyréthrinoides sont considérées comme un
puissant outil de prévention dont le mode d’intervention vise & briser le contact homme
vecteur (Zaim et al., 2000). Elles ont montré une réduction de la mortalité et de la morbidité
liée au paludisme au Kenya aussi bien dans la tranche d’4ge de 1-5 ans qui s’est prolongée au

dela de 5 ans sans modification du seuil d’immunité (Eisele et al., 2005).

Malgre les efforts des différents programmes enrdlés dans la lutte contre le paludisme
notamment le programme Roll Back Malaria (RBM) en Afrique de I"Ouest, seulement moins
de 2 % d’enfants dorment sous moustiquaires imprégnées d’insecticides (WHO, 2003),
Auparavant les moustiquaires €taient imprégnées de facon temporaire, et la re-imprégnation
aprés utilisation de la moustiquaire occasionnait des déplacements de I’utilisateur, de son
domicile vers la structure de santé dotée d’un centre de re-imprégnation. Mais pour palier aux
multiples problémes que rencontrait cette technique, des études ont été menées dans la zone
rizicole de la Vallée du Kou (Dabiré et al., 2006), sur I'introduction des moustiquaires a
longue durée d’action. Dans cette nouvelle technique d’imprégnation la deltaméthrine est
melangée 4 une résine qui enrobe les fibres, ainsi I’insecticide est progressivement relargué,
permettant 4 la moustiquaire de conserver pendant longtemps son efficacit¢ Cependant
’émergence de la résistance des vecteurs du paludisme aux pyréthrinotdes pourrait étre un

handicap pour leur utilisation dans I'imprégnation des moustiquaires (Martinez-Torres, 1998).

4.4. La lutte génétique

Bien que les essais de la lutte génétique contre le vecteur soient récents, des progres
considérables ont été réalisés sur I'étude de la génétique de plusieurs espéces. Le principe est
basé sur la propagation de génération en génération de facteurs défavorables a la survie de
I’espéce. La technique des insectes stériles est basée sur I’induction de la stérilité sexuelle par
irradiation ou par utilisation de produits chimiques stérilisants chez les males. L’irradiation ou
I’utilisation des produits chimiques stérilisants peuvent inhiber compiétement la production de
gamétes chez les insectes (LaChance, 1967). Cependant en terme de réduction de la
population cible, aucun de ces essais n’a été un réel succés et ceci pour de multiples raisons
telles que, mauvaises irradiations, perte d’aptitude des miles 4 copuler aprés un trop long

s¢jour au laboratoire, non compétitivité dans les conditions naturelles.



5. Les insecticides

De nombreuses molécules sont utilisées pour combattre les vecteurs de maladies et les
nuisants mais surtout les ravageurs des cultures. Cette lutte active de I'homme a 'aide
d’insecticides a développé chez An. gambiae sl des mécanismes de résistances aux DDT,
pyréthrinoides, carbamates et organophosphorés. Ces molécules sont principalement

regroupées en 4 grandes familles.

5.1. Les Pyréthrinoides

Les pyréthrinoides sont des dérivés synthétiques des pyréthrines, insecticides naturels
extraits des fleurs du chrysanthéme. Ces molécules exercent sur les insectes un effet rapide
parfois réversible appelé eftet « Knock Down » (effet KD). Les pyréthrinoides agissent sur le
systtme nerveux central et périphérique en modifiant les caractéristiques
électrophysiologiques des protéines des canaux sodium voltage-dépendant CnaVdp. Ces
canaux une fois activés (c'est-a-dire en position ouverte), entrainent un flux d’ion sodium du
milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire générant un potentiel d’action. Cette
dépolarisation de la membrane cellulaire provoque Iactivation du CnaVdp situé a proximité
et de proche en proche engendrant une vague de dépolarisation assurant la propagation de

I’influx nerveux (Chapman, 1969).

5.2. Les organochlorés

Ces insecticides sont issus de I'industrie du chlore. Le vocable organochloré se réfere
aux molécules comme le DDT et ses analogues, le lindane et les cyclodiénes, ainsi subdivisés
au regard de leur structure chimique et de leur mode d’action. Ces molécules agissent sur le
systéme nerveux central en inhibant les canaux chlorures, récepteurs de |’acide gamma
aminobutyrique (GABA). Le DDT agit a la fois sur le systéme nerveux périphérique et central
en modifiant les caractéristiques pharmacologiques et électrophysiologiques des protéines des
canaux sodium voltage dépendant. Il exerce sur les insectes un effet KD comme les

pyréthrinoides.
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5.3. Les carbamates

Les carbamates sont des dérivés synthétiques de 1’ésérine. Ces molécules sont moins
utilisées en santé publique A cause de leur toxicité souvent plus élevée vis-a-vis des

mammiferes. Il s’agit d’inhibiteurs agissant directement sans oxydation préalable.

5.4. Les organophosphorés

Les organophosphorés sont des dérivés de 1’acide phosphorique, La fixation de ces
molécules (qui sont actives aprés oxydation) sur [’acétylcholinestérase entraine
I’accumulation d’acétylcholine dans la jonction synaptique. Lorsque sa concentration devient
trop forte, les récepteurs de I’acétylcholine se bloquent en position ouverte, entrainant la

paralysie puis la mort de [’insecte.

6. La notion de résistance aux insecticides

Le terme de résistance a été défini par I’OMS comme « la faculté chez une souche d’un
organisme donné a tolérer les doses d’un produit toxique qui tue la majorité des individus

d’une population normale de la méme espéce ».

6.1. La résistance métabolique

Elle correspond & un accroissement des processus de dégradation qui interviennent dans
le métabolisme normal des insecticides. Cette résistance est le résultat soit d’une modification
de la structure de I’enzyme, ce qui accroit ses capacités catalytiques, soit une augmentation de

la quantité d’enzyme produite.

6.2. Les modifications de la cible

Les principales cibles des insecticides sont des récepteurs ou des enzymes du systéme
nerveux, acétylcholinestérase, canal Sodium voltage dépendant, récepteur GABA. Toute
modification structurale diminuant leur affinité avec les insecticides peut induire une
résistance. Les mutations au niveau de la cible de !'insecte s’accompagnent souvent de

phénomeéne de résistance craisée.
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6.3. Les mécanismes secondaires de la résistance

Il s’agit de mécanismes peu connus dont I’efficacité est relativement moindre, comme la
pénétration réduit de l'insecticide a travers la cuticule de I'insecte et les comportements
d’évitement. Ces mécanismes, moins étudi€s interviennent souvent en synergie avec les

mécanismes précédents.

6.4, La mutation kdr

Les Canaux Sodium Voltage Dépendant (CNaVdp) interviennent dans la transmission
de I’influx nerveux le long des axones. Ces canaux une fois activés (en position ouverte)
entrainent un flux d’ions Sodium du milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire,
générant un potentiel d’action. Cette dépolarisation provoque I'activation des CNaVdp situés
a proximité et de proche en proche engendre une vague dépolarisation assurant la
transmission de I’influx nerveux (Chapman, 1969}). Les pyréthrinoides et le DDT agissent en
modifiant la cinétique d’mnactivation des CNaVdp. Le CNaVdp est une protéine
transmembranaire de 1800 acides aminés. Elle comporte 4 domaines homologues répétes,

comprenant chacun six segments hydrephobes intramembranaires.

L’exposition d’une souche sensible d’insectes a un pyréthrinoide entraine une paralysie
trés rapide (effet knock down). Il agit au niveau des canaux sodium voltage-dependant de la
membrane nerveuse en perturbant le foncticnnement normal des canaux et la transmission de
I’influx le long des fibres nerveuses. Cependant en Afrique de 1’Ouest une mutation Adr
résulterait d’un remplacement de la Leucine (TTA) par la phénylalanine (TTT) au mveau du
sixiéme segment du domaine 11 du géne codant pour le canal sodium—dépendant, qui est un
géne de résistance dirigé contre les pyréthrinoides et le DDT (Dong, 1986). Par contre, c’est
une autre mutation, la leucine en serine, qui est décrite chez les populations d 'An. gambiae

d’Afrique de I’Est (Ranson ef al., 2000).

6.5. La mutation ace.1

L’acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme qui met fin 4 la transmission synaptique
en catalysant I’hydrolyse du neurotransmetteur I’acétylcholine. Les organophosphorés et les
carbamates inactivent cette enzyme par phosphorylation de la serine an niveau du site actif. II

a été montré que la mutation ace./ résulte d'un remplacement de Glycine (GGC) par une
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Sérine (AGC) au niveau de la position 119 du géne codant pour ’acétylcholinestérase et qui
serait la cible des insecticides organophosphorés et carbamates (Weill ef al., 2003). L’AChE
des individus résistants est moins sensible a I’action inhibitrice de ces insecticides que celle

des individus sensibles (Hama, 1983 ; Oppencorth, 1985 ; Soderland et Bloomquist, 1990).

7. Problématique

L’étude de la résistance aux insecticides apporte des informations sur les processus
évolutifs qui permettent aux imnsectes de s’adapter face aux modifications de leur
environnement. La connaissance de la distribution des fréquences des geénes qui pourraient
&tre a l'origine de la résistance du vecteur majeur du paludisme, An gambiage sl aux
insecticides est un préalable indispensable a la mise au point de stratégies de lutte
antivectorielle. En effet, les moustiquaires imprégnées de pyréthrinoides ont montré une
réduction de la mortalité et de la morbidité liée au paludisme au Kenya aussi bien dans la
tranche d’age de 1-5 ans qui s’est prolongée au-dela de 5 ans sans modification du seuil
d’immunité (Eisele er af., 2005). 1l a été également montré que [’usage de moustiquaires bi-
imprégnées d’insecticides pyréthrinoides et organophosphorés, conférait un avantage grace a
I’effet de synergie entre ces deux insecticides (Darriet er al.,, 2005). Cependant I’émergence
de la résistance d 'dn. gambiae aux insecticides pourrait étre un facteur limitant a Putilisation

des matériaux imprégnés.

Au Burkina Faso la distribution du géne kdr, principal géne de résistance aux
pyréthrinoides, chevauche parfaitement avec les zones cotonniéres (Diabaté et al,, 2002). Ce
gene est aussi présent en zones urbaines avec [’utilisation des bombes aérosols et des
tortillons pour lutter contre la nuisance culicidienne. Ces zones a usage intensif d’insecticides
constitueraient une pression de sélection de ce géne dont la fréquence y est trés élevée
(Diabaté er al, 2002, 2003).). Ce géne a été observé chez quelques individus d’4nopheles
arabiensis en zone cotonni¢re a 1’Ouest du Burkina Faso (Diabaté et al., 2004). Récemment,
lors d’une étude dans la zone rizicole de la Vallée du Kou, il a été observé en plus du géne
kdr, la présence du géne ace. ! (Dabiré com. pers.), qui pourrait étre a ’origine de la résistance
aux organophosphorés et carbamates, au sein des populations d’Adropheles gambiae ss.
Aucune étude n’a jusque la investigué la présence du géne ace.! dans la zone cotonniére de
I’Ouest du Burkina Faso qui est une zone ou les insecticides a4 usage agricole exercent une

forte pression de sélection sur les moustiques.
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Le but de notre étude est de faire le point sur I’émergence et la dispersion du géne ace./

et la réactualisation de la fréquence du géne kdr dans le bassin cotonnier.
Les objectifs spécifiques sont :
s Réactualiser la fréquence du géne kdr dans le bassin cotonnier.

¢ Investiguer la présence et la dispersion du géne ace.l dans le bassin cotonnier.
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B. METHODOLOGIE

1. Site de Pétude

Le Burkina Faso, avec une superficie de 274000 Km? est marqué par I’alternance d’une
saison seche de 6 a 8§ mois et d’une saison humide de 4 a 6 mois (Laclavére ef al., 1993). Le

pays se divise en trois régions climatiques :
- La zone soudanienne a I’Quest
- la zone soudano-sahelienne au centre.
- la zone sahélienne a I'Est

La collecte des moustiques s est effectuée dans la région de ’Ouest du pays durant trois
mois (Aot & Octobre). Nous avions échantillonné dans 13 sites repartis comme suit (Figure
2):

- au Sud-Ouest : Niangoloko, Banfora, Orodara, Vallée du Kou, Soumousso, Diébougou,
Gaoua, Batié.
- au Nord-Quest : Dédougou, Nouna.

- au Centre-Ouest : Boromo, Houndé.

Nous avions €chantillonné dans une seule localité du centre notamment a Nanoro (site

témoin).
La typologie définie par la nouvelle nomenclature de la SOFITEX est la suivante :
- Nouvelle zone cotonniere : Niangoloko, Boromo, Diébougou, Gaoua, Batié.

- Ancienne zone cotonniére ;. Banfora, Orodara, Houndé, Dédougou, Nouna.

2. Echantillonnage

Dans chaque site de ’étude cing maisons ont été sélectionnées de fagon aléatoire le
matin entre 7h et 10h. Des draps de couleurs blanches ont été étalés a I'intérieur de chaque
maison. Aprés avoir fermé toutes les ouvertures, nous avons effectué une pulvérisation a
I’intérieur des maisons avec un insecticide aérosol (Kaltox®), et nous avons observé 5 4 10

minutes avant de collecter les moustiques. Les moustiques ont été ramassés a ’aide de pinces
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et déposcs dans des boites de pétri. Les moustiques du genre Anopheles ont ét¢ triés apres
identification morphologique (Gillies et De Meillon., 1968) et stockés dans des microtubes

contenant du silicagel qui permet la conservation des moustiques.
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Figure 2: Sites d’échantillonnage (selon
I’ancienne nomenclature)
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3. Analyses au laboratoire

A Pissue de I’identification, les moustiques du complexe An. gambiae sl sont triés au
hasard, et un mimmum 30 moustiques par site sont transférés dans des tubes Eppendorf
stériles. Ensuite les moustiques sont broyés et I’ADN est extrait 4 partir de ce broyat suivant
un protocole d’extraction d’ADN. Les réactions d’amplification sont par la suite opérées a
partir de cet ADN pour identifier les espéces (Scott er af., 1993), déterminer les formes
moléculaires M et S (Favia et a/.,2001), rechercher la présence des mutations kdr (Martinez-

Torrez et al., 1998) et ace. I (Weill er al., 2004).

3.1. PCR diagnostic An. gambiae sl

Au cours de la réaction PCR pour la détermination des espéces du complexe A4n.
gambiae (Scott et al., 1993) (Annexe 1), nous avons utilisés trois amorces qui sont les

suivants :
UN: GTGTGCCGTTCCTCGATGT
AG : CTGGTTTGGTCGGCACGTTT

AA  AAGTGTCCTTCTCCATCCTA

3.2. Formes moléculaires M et S d’An. gambiae

Nous avons utilisé quatre amorces au cours de la réaction PCR pour la détermination des

formes moléculaires M et S (Favia ef al., 2001) (Annexe 2).
R3 : GCAATCCGAGCTGATAGCGC

R5 : CGAATTCTAGGGAGCTCCAG

Mop int : GCCCCTTCCTCGATGGCAT

B /S ini: ACCAAGATGGTTCGTTGC

3.3. Mutation kdr chez An. gambiae sl

La réaction PCR pour la mise en évidence de la mutation Adr utilise quatre amorces dont

les séquences sont les suivants (Martinez-Torrez ef ai., 1998) (Annexe 3) :
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D1 ATAGATTCCCCGACCATG
D2. AGACAAGGATGATGAACC
D3, AATTTGCATTACTTACGACA

D4. CTGTAGTGATAGGAAATTTA

3.4. Mutation ace.1 chez An. gambiae sl

Cette réaction PCR utilise deux amorces spécifiques dont les séquences des bases sont

les suivants (Weill ef al., 2003) (Annexe 4) :
Ex3AGdir GATCGTGGACACCGTGTTCG

Ex3AGrev AGGATGGCCCGCTGGAACAG

4. Gestion et analyse des données

Les données ont été saisies et validées sur ordinateur a ’aide du logiciel Excel 2000 et

analysées par le méme logiciel. En plus, il a été utilisé pour les représentations graphiques.

Le test statistique utilisé est le test de Fisher, analyse de la variance ANOVA. Ce test est
choisi lorsque ’on désire comparer des moyennes observées sur plusieurs échantillons. La

valeur de P < 0.05 a été retenue comme seuil de significativité.
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C. RESULTATS

1. Répartition du complexe An. gambiae dans la zone de ’Ouest

An. gambiae sl est représentée dans ’ensemble de la zone de 'Ouest. Toutefols, on a
observé une prédominance d’An. gambiae ss dans cette zone. An. arabiensis a été observée
seulement dans deux sites a de faibles proportions respectivement 7 % et 16,6 % & Dédougou

et a Diébougou (Tableau 1).

Dans la zone soudanienne, la répartition des formes moléculaires M et 8 d 'An. gambiae
ss varie d’un site a un autre. La forme moléculaire S a été exclusivement rencontrée dans les
sites de Orodara, Niangoloko et Batié tandis que dans les autres sites & 1’exception de la zone
rizicole et a Dié¢bougou, les deux formes moléculaires €taient reparties en des proportions qui
ne varient pas significativement. Cependant dans les zones rizicoles de la Vallée du Kou, la
forme moléculaire M est la seule rencontrée & VKS et prédomine & VK7 4 une fréquence de
55 % vs 45 % pour la forme S. Dans le site de Diébougou, la forme moléculaire M n’a pas été
rencontrée et seule la forme S a ét¢ identifiée a une fréquence élevée atteignant 83,3 % vivant
en sympatrie avec An. arabiensis (16,6 %). Au Nord Ouest de la zone cotonniére localisée
dans la zone climatique soudano sahélienne, la répartition des deux formes a été dominée par
la forme moléculaire M & Dédougou tandis que la forme S était plus représentée & Nouna et a
Boromo. Dans le site de Nanoro qui est au contraire une zone vivriére située au centre du
pays, les deux formes moléculaires vivent en sympatrie avec An. arabiensis qui représente

I'espece la plus fréquente (42,9 %) (Tableau 1).

2. Distribution de la fréquence du géne kdr

Cette étude a été conduite avec pour ultime objectif de réactualiser le niveau de
distribution et de diffusion du gene kdr depuis les derniers travaux réalisés par 1’équipe du
Centre Muraz/IRSS datant déja de sept ans dans un contexte de vulgarisation de la culture du

coton impliquant nécessairement des traitements phytosanitaires.

A D’instar des travaux réalisés il y a sept ans par Diabaté ef af. (2002, 2003), la mutation
kdr est présente dans toute la zone cotonniére et est entiérement distribuée au sein d’A4n.
gambiae ss a une fréquence largement au dessus de 50 % (Tableau 1). Par contre, cette

mutation n’a pas €té observée au sein des populations d’An. arabiensis telle qu’elle avait été
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reportée en 2002 (Diabaté ef al., 2004a). Quoique la distribution du géne kdr ait été observée
en nette progression au sein de la forme moléculaire M, elle est significativement plus
répandue au sein de la forme moléculaire S A des fréquences atteignant 80 % ; a Orodara (97
%), Banfora (85 %) Niangoloko (84 %) et Gaoua (87 %). La fréquence de ce géne a dépassé
le seuil de 60 % dans les autres localités et ne différait pas significativement d’un site a un
autre (p>0,05). Le fait le plus marquant a €t¢ la progression du geéne kdr au sein des
populations de la forme moléculaire M. En effet en 2000, la mutation Adr chez la forme M
n’avait été reportée que dans la seule zone rizicole de VK7 4 une fréquence faible atteignant 4
peine 3 % (Diabaté et al., 2003). Les quelques individus qui portaient cette mutation étaient
tous hétérozygotes RS. Nos résultats ont montré que la fréquence idr a été observée au sein
des populations de M dans la quasi-totalité des localités échantillonnées atteignant par
moment des proportions similaires a celles de la forme moléculaire S notamment & Boromo
{60 %), Gaoua (50 %), Dédougou (43 %) et Nouna (33 %) ou elle n’avait jamais été observée
auparavant. L’analyse du génotype des spécimens portant la mutation montre que le taux

d’homozygote RR est trés élevé (71 %) (Tableau 1).

Globalement si1 notre étude a montré que la distribution du géne kdr était en nette
progression comparée au niveau de 2000, elle a €€ quasi inexistante dans la zone de culture
vivriére notamment a Nanoro au centre du pays. En comparant la fréquence allélique au sein
des populations de la formes S entre ancienne et nouvelle zones cotonniéres selon la
nomenclature de la SOFITEX, il ressort que celle-ci ne differe pas significativement entre ces
deux zones (P>0,05). Cependant, elle est significativement plus faible dans les zones vivriére
et rizicole (Figure 3). Cette différence serait plus marquée si la fréquence allélique n’était pas

particulierement élevée a VK7, rehaussant le niveau de ce géne en zone rizicole.

Au sein des populations de [a forme M, la fréquence allélique du géne kdr a été plus
élevée dans la nouvelle zone cotonniére méme s1 celle-ci ne différait pas significativement.
Celle des zones vivriere et rizicole était significativement plus petite qu’en zone cotonnicre

(£<0,05) (Figure 3).
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Tableau 1 : Distribution de la fréquence du géne kdr dans le bassin eotonnier

An. gambiae sl

An. gambiae ss

An. arahiensis

Sites d'étude An. gambiae ss Forme S Forme M
N F(kdr) N % F(kdr) N % F@dr) N % F(kdry N % F(kdr)

Orodara 15 0,97 15 100 0,97 15 100 0,97 0 0 0 0
Soumousso 29 0,67 29 100 0,67 27 93,1 0,7 2 6,9 0,25 0 0

Houndé 26 0,67 28 100 0,74 18 88 0,82 10 12 0,16 0 0
Dédougou 27 0,48 25 83 0,52 10 40 0,66 15 60 0,43 2 7 0
Nouna 27 0,53 27 100 0,53 17 59 0,68 12 41 0,33 0 0
Niangoloko 19 0,84 19 100 0,84 19 100 0,84 0 0 0 0

Banfora 30 0.5 30 100 0,78 25 83 0,85 5 17 0,1 0 0

Boromo 28 0,7 26 100 0,7 18 64 0,75 10 36 0,6 0 0
Diébougon 25 0.32 25 83.3 0.38 25 100 0,38 0 5 166 0
Gaoua 21 0,83 21 100 0,83 19 90 0,87 10 0,5 0 0

Batié 27 0,31 27 100 0,31 27 100 0,31 0 0 0 0

VKS 46 0,28 46 100 0,28 0 0 46 100 0,28 0 0

VK7 58 0,57 58 100 0,57 26 45 0,92 32 55 0,06 0 0

Nanoro 28 0 16 57,1 0 6 375 0 10 62,5 0 12 42,8 0

F (kdr) = (2RR + RS8)2 N : Fréquence allélique de la mutation kdr au sein de |’échantillon (RR + RS)/ (RR + RS + SS).

% : Pourcentage (effectifs) des espéces ou formes moléculaires reporté au nombre de femelles testées.
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Figure 3 : Fréquence du géne kdr chez An. gambiae ss (Az : Ancienne zonhe cotonniére

Nz : Nouvelle zone cotonni¢re, Zr : Zone rizicole, Zv : Zone vivriére)
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3. Distribution de la fréquence du géne ace.1

A I'exception de deux sites (VK5 et Nanoro) !a mutation ace./ a été observée dans
toutes les localités échantillonnées & des fréquences variables. Elle a été reportée au sein des
populaticns des formes moléculaires S et M d’An gambiae ss avec une nette prédominance
dans la forme S. En effet dans la forme moléculaire S, le géne ace.! est distribué a des
fréquences relativement élevées atteignant en moyenne 30 %. L’analyse du génotype des
spécimens portant la mutation montre que le taux d’hétérozygotes est trés élevé (84 %)

(Tableau 2).

11 est observé chez la forme moléculaire M seulement dans cinq localités une fréquence
moyenne significativement plus faible atteignant 8 % (p<0.05). Mais la valeur de cette
fréquence variait d’un site 4 un autre. Ainsi elle a été observée a une fréquence comparable a
celle trouvée dans la forme S & Banfora (2 %), Houndé (15 %), Boromo (66 %) et 4 des
fréquences plus faibles 8 Dédougou et VK5 respectivement 1 et 3 %. Les analyses montrent

également un taux élevé d'hétérozygotes chez la forme M (78 %) (Tableau 2).

Le géne ace.l a été aussi trouvé dans les populations d’An. arabiensis dans une seule
localité, Diébougou a une fréquence trés importante de 28 %. Les individus de cette espéce

portant cette mutation le sont a I’état hétérozygote.

En comparant la fréquence de ce gene dans la forme moléculaire S en fonction du
découpage en ancienne et nouvelle zones cotonniéres, il n’est ressorti aucune différence
significative dans la distribution a travers ces zones. Par contre, la fréquence du géne a été
plus élevée (P<0,05) dans les zones cotonniéres (ancienne comme nouvelle} que celle
observée dans les zones dites vivriéres ol peu ou pas de coton est cultivé (Figure 4). C’est
notamment les zones de Batié au Sud-Ouest et Nanoro au Centre du pays ou cette mutation
n’a pas été détectée. Au contraire dans la forme moléculaire M, le géne ace. /7 a été distribué a
une fréquence plus élevée dans ’ancienne zone cotonniére que dans les autres zones ol sa

fréquence par ailleurs ne différait pas significativement (P>0,05) (Figure 4).
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Tableau 2: Distribution de la fréquence du géne ace.1 dans le bassin cotonnier

An. gambiae s.1. An. gambiae .s.s. An. arabiensis

Sites d'étude An. gambiae .s.s. Forme S Forme M
N Face.l) N % F(acel) N % Flace.l) N % F(ace.l) N %  F(ace 1)

Orodara 15 0,4 15 100 0.4 15 100 0,4 0 Q0 0 0
Soumousso 29 0,41 29 100 0,41 27 931 0,42 2 6,9 0 0 0
Houndé 26 0,46 28 100 0,46 18 88 0,43 10 12 0,66 0 0
Dédougou 27 0,19 25 83 0,2 10 60 0,35 15 40 0,1 2 7 0
Nouna 27 0,17 27 100 0,17 17 59 0,29 12 41 0 0 0
Niangoloko 19 0,35 19 100 0,35 19 100 035 0 0 0 0
Banfora 30 0,33 30 100 0,33 25 83 0,38 5 17 0,2 0 0
Boromo 28 03 26 100 0.3 23 64 0,39 3 34 0,15 0 0
Diébougon 30 0,38 13 72 0,46 25 100 0,46 0 0 5 017 0.3
Gaoua 21 0,21 21 100 0,21 19 90 0,24 2 10 0 0 0
Bati¢ 27 0,39 27 100 0,39 27 100 0,39 0 0 0 0
VK5 46 0 46 100 0 0 0 46 100 0 0 0
VK7 58 0,18 58 100 0,18 26 45 0,37 32 55 0,031 0 0
Nanoro 28 0 16 57,1 0 6 375 0 10 62,5 0 12 428 0

F (ace.1) = 2RR + RS)/2N : Fréquence allélique de la mutation ace. | au sein de 1’échantillon (RR + RS) (RR + RS + 88).
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D. DISCUSSION

1. Répartition des espéces et formes moléculaires d’An. gambiae sl

La résistance des vecteurs du paludisme aux insecticides constitue un obstacle majeur a
la lutte antivectorielle. La présente étude a permis de réactualiser la fréquence du géne kdr et
de mettre en évidence la présence du géne ace.l chez An. gambiae sl dans la région de

I’Ouest,

La répartition des especes et formes moléculaires d '4n. gambiae est cependant inégale,
dans le bassin cotonnier. A 1’instar des travaux réalisés par Diabaté et al (2002), la
distribution géographique d’An. arabiensis affiche un gradient croissant du Sud-Ouest vers le
Centre-Ouest. Cependant la répartition spatiale de la forme S montre un gradient croissant du
Centre-Ouest vers le Sud-Ouest ot sa représentation exclusive dans plusieurs sites (Orodara,
Niangoloko, et Batié) témoigne son adaptation a cette zone. Cela confirme les résultats
obtenus lors des derniers travaux de 1'équipe du Centre Muraz/IRSS datant dé¢ja de sept ans
(Diabaté et al., 2002). La répartition géographique de la forme M montre un gradient
décroissant du Centre-Ouest vers le Sud-Ouest, les mémes résultats avaient été obtenus par
Diabaté ef af (2002). Les zones rizicoles (VKS, VK7) semblent étre des milieux favorables a
la forme M. Elle a été la forme majoritaire d’An. gambiae rencontrée dans ces milieux. La
forme S prédomine dans ’ensemble de la région de I’Ouest, et semble la plus adaptée a cette
zone qui est la principale région agricole avec une utilisation massive d’insecticides 4 usage

agricole.

2. Distribution de la fréquence du géne kdr

La mutation kdr résulte d’un remplacement de la Leucine (TTA) par la phénylalanine
(TTT) au niveau du sixiéme segment du domaine II du géne codant pour le canal sodium-
dépendant, qui est un géne de résistance dirigé contre les pyréthrinoides (Dong, 1986). Du fait
de son mode d’action, il exerce aussi une résistance croisée entre le DDT et les
pyréthrinoides. Observé pour la premiére en Cbte-d’Tvoire en 1993 (Elissa ef al., 1993), il a
été ensuite décrit a travers toute I’ Afrique de I’Ouest ou il serait le principal mécanisme de
résistance (Chandre et a/., 1999 ; Akogbéto et Yacoubou, 1997 ; Diabaté et al., 2002,

Yawson et al.,, 2006). 11 a ¢été observé quasi totalement dans les populations de la forme
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moléculaire § d’4n. gambiae ss souvent a des fréquences tres éleves (Diabaté et al., 2004) et
n’a €té trouvé chez la forme M que sur le littoral de certains pays d’Afrique de |’Ouest.
Quoique en 2000, il ait été observé dans la forme moléculaire M dans un site rizicole a
I’Ouest du Burkina mais a une treés faible proportion. Le passage du idr dans cette forme
moléculaire serait due a une introgression de la mutation chez la forme S vers la forme M

(Weill ez al., 2000).

En comparant la fréquence du géne idr décrite chez la forme S d'4n. gambiae ss par
Diabaté en 2000 a I’Ouest du Burkina, nos résultats indiquent que celle-ci n’a pas beaucoup
varié, toutefois une augmentation importante a été notée dans trois sites notamment a Orodara
(72 % vs 97 %), a Houndé (60 % vs 71 %) et enfin Boromo (20 % vs 75 %). Celle des zones
vivrieres est restée stationnaire a I'instar de la fréquence allélique rapportée a Batié au Sud-

Ouest du pays (33 % vs 31 %).

Quant a la fréquence du kdr chez M, nous assistons & une progression géographique de
ce géne au Burkina Faso. En effet en 2000 il n’avait été observé que dans un seul site (Vallée
du Kou) a une fréquence de 3 % alors que son niveau actuel est de 30 %, ce qui traduit une
propagation spatio-temporelle, quasi répandue dans tout [’Ouest du pays ou la pression de
sélection exercée par [’utilisation des insecticides est accrue comme en témoigne le nombre

élevé d’individus homozygotes 4 cette mutation.

La comparaison de la fréquence kdr suivant le découpage de la zone en nouvelle et
ancienne zones cotonniéres montre que le géne kdr est distribué de fagon similaire dans ces
zones. Ceci s’expliquerait probablement par le fait qu’ancienne et nouvelle zones, se trouvent
dans le méme espace géographique et d’ailleurs les zones dites nouvellement cotonniéres ont
eu un passé trés récent avec la culture du coton. D’ol certainement la méme pression de
sélection qu’elles exerceraient sur les moustiques. Cependant comparée a celle des zones a
cultures vivriéres, la fréquence de ce géne est trés nettement élevée confirmant 1’action de la
pression de sélection qu’exerce ['utilisation & usage agricole des insecticides dans les zones

cotonniéres.

3. Distribution de la fréquence du géne ace.l

La mutation ace.1 résulte d’une substitution de la glycine (GGC) par une serine (AGC)
au niveau de la position 119 du géne codant pour I’acétylcholinestérase, qui serait le site de

fixation des organophosphorés et des carbamates (Weill er al., 2003). L’étude d’une
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implication éventuelle de différents mécanismes dans la résistance a suggéré 1’existence d’un
alléle ace. IR qui pourrait &tre impliqué dans la résistance de Culex quinguefasciatus aux
organophosphorés et aux carbamates en Cote d’Ivoire et dans une seule localité du Burkina
Faso (Niangoloko) (Chandre, 1998). 1] a été observé également une baisse de la sensibilité
aux organophosphorés et carbamates chez An. gambiae au Nord de la Cote d’Ivoire
(N’Guessan et al., 2003). Par ailleurs le dosage de I’acétylcholinestérase est réalisé par des
techniques biochimiques qui ne permettent pas d’isoler le géne muté qui pourrait conférer une
résistance aux organophosphorés et aux carbamates (Chandre, 1998). Récemment la
technique de PCR (Polymerase Chain Reaction) mise au point permet d’isoler le géne ace./
qui serait impliqué dans la résistance aux organophosphorés et carbamates chez An. gambiae

sl (Weill et al., 2004).

Les travaux actuels dans 1’Ouest du Burkina sont les premiers en Afrique de 1’Ouest &

appliquer la réaction PCR afin d’investiguer la présence du géne ace. !

La distribution homogéne de la fréquence du gene ace./ dans tout 1’Ouest du pays
témoigne que les organophosphorés et les carbamates qui pourraient étre la cause de
I’émergence de ce géne au sein des populations d’An. gambiae sl ont été utilisés avec les

mémes doses dans toute la zone.

L’analyse du génotype des spécimens montre que le taux d’hétérozygotes est tres élevé
au sein des formes moléculaires (M comme S) cela témoigne que la distribution de la

fréquence du géne ace.! est récente chez An. gambiae dans I’Ouest du pays.

En effet, selon la SOFITEX ces insecticides ont €t€ introduits dans les années 1996 pour
étre utilisés en association toujours avec un pyréthrinoide suite a la résistance aux
pyréthrinoides des ravageurs du coton notamment Helicoverpa armigera et Bemisia tabaci
(mouche blanche). L’évoluticn rapide de la distribution du géne ace.! au sein de la forme M
dans tout I’Ouest du pays tient au fait de la forte pression de sélection exercée par des
organophosphorés et des carbamates. Cependant I’émergence rapide de la mutation ace./ chez
An. arabiensis bien que cela soit dans un seul site (Diébougou), suggére que sa distribution au

sein de cette espéce va rapidement s’étendre dans tout le pays.

Contrairement au géne Adr qui a d’abord été observé dans la forme M sur le littoral du
bénin et de la Cote d’Ivoire (Fanelle et @l., 2000), par la suite & la Vallée du Kou au Burkina
Faso, & une trés faible fréquence (Diabaté ¢t al., 2003), |'émergence simultanée du gene ace. /

au sein des formes moléculaires (M comme S), ne nous permet pas d’évoquer une quelconque
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introgression de ce géne. Cependant les organophosphorés et les carbamates semblent exercer

une plus forte pression de sélection sur les moustiques comparativement aux pyréthrinoides.
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CONCLUSION / PERSPECTIVES ]

Cette étude menée dans le bassin cotonnier de I'Ouest du Burkina Faso nous a permis :

¢ De réactualiser le niveau de la distribution et diffusion du géne kdr depuis les derniers
travaux réalisés par ['équipe du Centre Muraz/IRSS sur la résistance aux
pyréthrinoides d’4n.gambiae sl. En effet le niveau de la fréquence du géne kdr n’a pas

varié significativement, toutefois on note une augmentation importante par endroits,

e D’investiguer la présence du géne ace./ et d’évaluer le niveau de la distribution de sa
fréquence dans la zone de I’Ouest. Ce géne est répandu aussi dans toute la zone Ouest
certes, mais a des fréquences moins €levées que le kdr. L'émergence du gene ace. !
chez An. gambiae pourrait étre liée a Iutilisation des organophosphorés et des
carbamates 2 des fins agricoles et domestiques mais ce point mérite d’étre éclairci par

des bioessais.

Cette étude souléve un certain nombre de questions qui ouvrent des perspectives de

recherches nouvelles pour ce qui conceme :

e Couvrir le reste du pays pour établir a I’échelle nationale la distribution de ces

deux génes (ace. ! et kdr) importants de résistance.

o Séquengage des introns chez les deux formes moléculaires M, § et chez 4n.
arahbiensis pour voir si la présence de ce géne chez M serait due 4 une

introgression ou plutét a une de nove phénoméne (mutation indépendante)

o Faire des bioessais en tube OMS pour tester le niveau de résistance

opérationnelle.
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ANNEXES

Annexe 1 : PCR diagnostic des espéces d’An. gambiae sl

PCR diagnostique An. gambiae s.|.
LIN2003

Polymorphisme duns 'espace intevzénique (1GS5) de I'ADN vibusomal
Elle distingue en Afrique de 'Ouest: An geonbiae, An. erahionsts ol b miclas
Ref: Seott JA, Brogdon W & Colling PHL Ideptification of single specimens of the

Anopheles gambiae complex by the polymerase chain reaction. Am I Trop Med Hyg 1993,
49(4):520-9,

AMOrees
UN GTCTGUCGCTIECTCGATLT
AG ETGETITGHT :

AA AAGTETCK
AM GTOACTAACT

Conditions PCR
Avec la Tag Quiagen (Cat. N 201207), pour un volume final de 25 ul par réaction

Réactifs Conec,. finale J pour 1 rxs a 25 pl
Tarmpaon de Tag 10 X 1 X 25 i

| __contenant 15 mM MgCl, 1smm | —

| 5 mM dNTP ) 02 mM each | 10

| Primer UN (10 M) . B pmoles | .05
Frimer AG (10 M) - 5 pmoles I 0.5l

| Primer AA(TOuM) [ Spmales | 05 i

| Primer AM (10 pM) _Spmoles 05 pl_

| Tag DNA Poiym (5 Ulul) 025U I 0 05 i,

| ddH,O l 17.65

DNA temiplate (1 4 5 ng/pi) o t6 i

Amplifieation
30 30 107 fane 8 1 507C

Taille attendue

G An gambiae @ 390 bp,
AL AN, wrabiensis : 318 bp
A An melas ¢ 464 hp

PM GG A M A




Annexe 2 : Diagnostic des formes moléculaires M et S

Formes moléculaires M et 8 d'An. gambiae
LIN 2003

Polymorphisme d'un segment de ["espace intergénique (IGS) de I' ADN ribosomal

Réf: Favia G, Lanfrancotti A, Spanos L, Siden-Kiamos 1 & Louwis C. Molecular
characterization of ribosomal DNA polymorphisms discriminating among chromosomal
forms of Anopheles gambiae s 5. Insect Mol Biol. 2001, 10(1):19-23.

Amorces _

R3 : GCAATCOGAGCTGATAGOGC

RS : COAATTCTAGGGAGOTCCAG
Mop int ! GCCOCTTCCTCGATGGCAT
B/S int : ACCARGATGGITCGTTGC

Conditions PCR
Avec la Tag Quiagen (Cat. N 201207), pour un volume final de 25 pl par réaction
Réactifs Conc. finale pour 1 rxs & 25 pi
[ Tampon de Taq 10 X 1X 25 u
e%-n 15 mM MgCl; 1.5 m
mM 1mM 10 W
sﬁm 0.2 mM each 10
7.5 pmoles 0.75 ul
0 7.5 pnules 0.75 w
Prmer it (10 15 pmoles 15
Primer B/S int (10 15 pmoles 15 ul
Tagq (5 Ui 025U 0.05 jl
14.45 i
DNA templats (1 & 5 ng/jf) 15 o
Amplification :
3’ [307, 30", 45" 5' @ 63°C
Taille attendue
R3I/RS : ~1300 bp
M: 727 bp

S: ~475 bp

11



Annexe 3 : Diagnostic de la mutation kdr

(LIN, 2003)
Polymorphisme dans un géne codant pour un canal a Na, associé a la résistance au DDT et
aux pyréthrinoides.
Kdr : phénotype « Knockdown resistance »

Réf : Martinez-Torres D, Chandre F, Williamson MS, Darriet F, Berge JB, Devonshire AL,
Guillet P, Pasteur N & Pauron D. Molecular characterization of pyrethroid knockdown
resistance (kdr) in the major malaria vector Anopheles gambiae s.s. Insect Mol Biol. 1998,

7(2):179-84.

Amorces

D1 ATAGATTCCCCGACCATG
D2 AGACAAGGATGATGAACC
D3 AATTTGCATTACTTACGACA
D4 CTGTAGTGATAGGAAATTTA

Conditions PCR

Avec la Taq Quiagen (Cat. N 201207), pour un volume final de 25 ul par réaction

|
Réactifs Conc. finale pour 1 rxs a 25 pl
Tampon de Taq 10 X 1 X 2.5 ul
contenant 15 mM MgCl, 1.5 mM
5 mM dNTP 0.2 mM each 1.0 pl _
Primer D1 (10 uM) 6 pmoles 0.6 ul
Primer D2 (10 uM) 6 pmoles 0.6 ul
Primer D3 (10 uM) 20 pmoles 2.0 ul
Primer D4 (10 uM) 20 pmoles 2.0 pul
Taq DNA Polym (5 U/ul) 025U 0.05 ul
ddH,0 14.75 ul
| DNA template (1 & 5 ng/ul) 1.5 ul
Amplification :
Taille attendue
D1/D2 : 293 bp * A
DI/D3:195bp  Résistant 94 1 94
D2/D4:137bp  Sensible s | 30" 72 |7
IS" S
30ll
!  46c Y
W

11

35 cycles



Annexe 4 : Diagnostic de la mutation ace.1 chez Anopheles

IRD=|

Institut de rechaerche
pour le développement

PROTOCOLES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE
EN USAGE AU LIN

e o TS D i

Mutation Ace 1 chez Anopheles

Isa et Alphonsine, juin 2003

Polymorphisme dans le géne ace-1 qui code pour |’acéthylcholine estérase Achel.
La mutation se situe au niveau de I’AA 119, qui est une Gly chez les susceptibles et une Ser chez les

résistants,

Réf : Weill, M. et al. (2003) Comparative genomics: Insecticide resistance in mosqu:to vectors.
Nature 423 (6936), 136-137

Amorces Ex3AGdir GATCGTGGACACCGTGTTCG
Ex3AGraev AGGATGGCCCGCTGGAALCAG
Conditions PCR

Avec la Taq Quiagen (Cat. N 201207), pour un volume final de 25 ul par réaction

Réactifs Conc. finale pour 1rxs a 25 pl
Tampon de Taq 10 X 1 X 25
contenant 15 mM MgCl, 1.6 mM .
5mM dNTP 0.2 mM each 1.0 ul
Primer Ex3AGdir (10 uM) 10 pmoles 1.0 ul
Primer Ex3AGrev (10 uM) 10 pmoles 1.0 ul
Taq DNA Polym (5 U/l 0.25 U 0,05 pi
ddH,0 17.95 pl
DNA template (1 a 5 ng/pl) 1.5 pl
Amplification : 94 ‘ 94 *
3' [30", 30, 30"]35: 5" @ 62°C —_—
3 3o ol
Taille attendue 30| 5
Ex3AG: 541 bp
Ve ¥ - 30"
Veérifier 5ul de produit de PCR sur gel d'agarose 1.5%
rifier 5ul de produ g g ] Y aoc
Digestion enzymatique ‘ 35 cycles
Réactifs Conc. finale | pour 1 rxs a 25 pl
Tampon de I'enzyme 10 X 1 X 25 ul
Alu 1 (6 U7y 250 0.5 ul
ddH,0 14,0 i
Produit PCR 8.0 pl

Incuber & 37°C pendant 3 heures, voire toute la nuit.
Vérifier la réaction en faisant migrer 10ul de la digestion sur un gel d’agarose 2%.

Tailles attendues

Génotype SS RR
taille 403 bp 253 bp
150 bp
138 bp 138 bp

PCR SS RS RS RR

Manuel du laboratoire de biologie moléculaire

IV




Kdr and ace.1 genes distribution within Anopheles gambiae population complex in

Western Burkina Faso

Summary

From August 2006 to January 2007, we have undertaken an entomological survey in 13
villages in the Western Burkina Faso. The objective of this study was to re-evaluate the
frequency of kdr gene and to investigate the presence of ace./ mutation in Anopheles gambiae
population. The results showed an important increase of kdr gene frequency within the
molecular M form of An. gambiae population. Moreover we have obhserved a greater
geographical dispersion of this molecular form compared to the preview results reported in
the same area in 2000. Conversely we had no difference of the kdr gene frequency within the
molecular S form.

The ace.l gene was observed for the first time at relatively high prevalence in the
Western part of Burkina Faso. This gene was observed mostly in mosquito of the S molecular
form. The ace.l gene was observed in only five study sites in the molecular M form. The
ace.l gene was observed in An. arabiensis in one site (Diébougou). Qur results suggest that
ace.l. frequency may progress rapidly within 4n. gambiae sl population following high
selective pressure caused by of insecticide such as organophosphate and carbamate used for

agriculture purpose, This issue can be investigated by the mean of bicassay tests.

Keywords : insecticide resistance genes, ace.l., kdr, Anopheles gambiae, cotton culture,

Burkina Faso
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