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RESUME

La lutte antivectorielle est un des moyens les plus efficaces pour prévenir la
transmission du paludisme en Afrique subsaharicnne. La mutation « kdr » st apparue ct
évolue parmi les vecteurs, notamment sur An. gambiae 5.l La connaissance du cofit génétique
de I’infection a P. fulciparum chez les souches PYR/DDT résistantes est instructive en termes
de recherche fondamentale sur les interactions vecteur-parasite mais est aussi essentielle pour
les stratégies de lutte antivectorielle. La présente ¢tude avait pour but de déterminer I’effet de
I’alléle de résistance « kdr » sur la compétence vectoriclle d’An gambiae s.s. vis-a-vis de P.
falciparum, dans différentes conditions environnementales. Nous avons infecté des souches
sensibles et résistantes avec les parasites naturels en utilisant un systéme de gorgement sur
membrane. Les résultats montrent un effet associé a I’alléle kdr sur la proportion de
moustiques infectés. Cet cffet est influencé par des interactions cntre des facteurs biologiques
(gamétocytémie) et environnementaux (densit¢ larvairc, compétition larvaire). Ces
interactions démontrent la complexité des liens entre les différentes variables testées. Ces
résultats confirment I'hypothése qu'il y’a une association entre la réponse a l'infection de An
gambiea s.s avec P.falciparum et la résistance aux insecticides. Cette étude est une
contribution a la connaissance du role de ’alléle « kdr » sur la transmission de P. falciparum.
En outre les résultats offrent des perspectives de recherches pour comprendre le cofit
génétique de cet allele sur les traits d’histoire de vie des moustiques et indirectement sur la

compétence vectorielle.

Mots clés : Paludisme Anopheles gambiae, résistances, kdr, compétence vectorielle.



ABSTRACT

Vector control is currently one of the most cifective strategy for malaria prevention in
sub-Saharan Africa. “kdr” mutation appeared and spread among vectors, Anopheles gambiae
s .y essentially. Knowledge on the cost of P. falciparum infection in PYR / DDT resistant
mosquito strains 1s not only instructive in terms of basic research on vector-parasite
interactions, but also for malaria control programs based on the use of insecticides. The
present study explored the effect of the resistance allele "kdr" on An. gambiae s.s competence
to P. falciparum infection in different environmental conditions. We infected susceptible and
resistant mosquito strains with natural isolates of P. falciparum using direct membrane
feeding. Results show a effect of the “kdr” allele on the prevalence of infection with P.
falciparum. This effect is influenced by interactions between biological (gametocyte) and
environmental factors (larval density, larval competition). These interactions demonstrate the
complexity of the relationships between the diffcrent tested variables. These results confirm
the hypothesis that there is an association between the response to Plasmodium infection and
mosquito resistance to insecticides. This study contributes to better understand the effect of
“kdr” on mosquito life history traits, vector competence, and ultimately to increase the
knowledge of its role on P. falciparum transmission.

Keywords: malaria, Anopheles gambiae, “kdr” mutation, vector competence

vi



SIGLES ET ABREVIATIONS

ABC
ACh
AchE
ADMB
ADN
An
Cat+
CDC
CnaVdp
CO,
CTAB
Cx
DDT
GABA
glmm
GR
IRSS
kdr
LAV
LLIN
LRT
MII
OMS
OPs
Pf
PYR
s.]

S.S.

SE
VKPR

ul

A'TP Binding Cassette
Acétylcholine
Acétylcholinestérase

AD Model Builder

Acide désoxyribonucléique
Anopheles

lon Calcium

Centers for Disease Control

Canal Sodium Voltage Dépendant
Dioxyde de carbone

Cétyl Triméthyl Ammonium Bromide
Culex

Dichloro diphényl thrichloroétahne
Acide Gamma-Amino Butyrique
General linear mix model
Globule Rouge

Institut de Recherche en Science de Santé
Knock down resistance

Lutte anti-vectorielle

Long lasting insecticide-treated
Likelihood ratio test

Matériaux Imprégnés Insecticide
Organisation Mondiale de la Santé
Organophosphorés

Plasmodium falciparum
Pyréthrinoides

Sensus lato

sensu stricto

Standard Error

Vallée du Kou Pyréthrinoides Resistante
Microlitre

vii



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Cycle biologique de Plasmodium falciparin (CDC) oo 6
Figure 2: Les diftérentes étapes critiques du développement parasite.........cccoooriiiiincinnn, 9
Figure 3 : Distribution d’Anopheles gambiae 5.5. et An. arabiensis .....................ccc.coccooee., 11
Figure 4 : Cycle biologique de I’anophéle. (Sources : Philippe Bouss¢s/IRD) .......c..cceeeenne. 13
Figure 5: Représentation schématique d’un neurone et d’une synapse cholinergique avec les
cibles principales des INSECICIAES. ..............ococeiorereiiieecece ettt 17
Figure 6: Photographie illustrant deux gamétocytes sur un frotlis........cocoviviiriininnniencens 23
Figure 7: Dispositif de ’infection expérimentale .............ccooeiiiniiiiiniiiiincirce e, 24
Figure 8 : Schémas du protocole expérimental ..........cocoooimeiinriiniiiiiccicccce 25
Figure 9: Dissection et estomac remplis d’00CYStES. -....vvivriiiriiiiiiiiic s 26
Figure 10: La proportion de moustiques infectés en fonction de la gamétocytémie pour chaque
SOUCKE. et e 30
Figure 11: La Proportion de moustiques infectés (+SE) de chaque souche en fonction de la
densité larvaire et des INLECHONS ... 31
Figurc 12 : la proportion de moustiques infectés (+SL) au niveau de chaque souche en
fonction de PINfection. ...t 32
Figure 13 : Nombre moyen d’oocyste (ES) en fonction de la gamétocytémie ...........c.c..c.e... 34

LISTE DES TABLEAUX

Tableau I : Effets aléatoires et effets fixes sur la proportion de moustiques infectés.............. 29
Tableau II: Effet sur le nombre moyen d’00CySte.....cvv i sreeinees 34
TABLE DES ANNEXES

Annexes 1 : Protocole d’extraction au CTAR

Annexe 2 : Protocole PCR de la mutation kd

C il l



1. Introduction générale

Le paludisme est une parasitose causée par un protozoaire du genre Plasmodium,
transmis a I'homme par la piqiire de moustique femelle du genre Anopheles. 1l demeure de nos
jours I’un des grands fléaux de I’humanité. Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS,
2012), deux milliards de personnes vivent dans des zones a forte endémie et particuliérement
en Afrique subsaharienne. Au Burkina Faso, le nombre total de cas de paludisme rapportés
pour I’année 2010 était supérieur a 5 millions avec 366 000 de paludisme grave (PNLP-BF,
2010).

Le parasite responsable de cette maladie est un protozoaire du genre Plasmodium. On
en distingue 5 espcees : Plasmodium falciparum, P.malariae, P.ovale, P.vivax et P. knowlesi,
décerite chez I’llomme en 2004 (Figtree et al., 2010). P. falciparum csl responsable de la

forme la plus sévére de la maladie et de la plupart des décés dus au paludisme (OMS, 2010).

En Afrique subsaharienne, deux complexes d’espéces assurent la presque totalité de la
transmission : Anopheles gambiae s.. Giles, 1902 et Anopheles funestus s.1. Giles, 1900
(Fontenille et al., 2003).

La lutte contre cette maladie vectorielle repose essentiellement sur : la prise en charge
des cas, la chimioprophylaxie, et la lutte contre les vecteurs (essentiellement par I’utilisation
d’insecticide). Cependant, une chimioprophylaxie de masse dans le cas du paludisme n’est
pas envisageable pour des raisons techniques, €conomiques et de sélection des
chimiorésistances spécialement en Afrique (Djogbenou, 2008). La lutte anti-vectorielle
(LAV) par l'utilisation des Matériaux Imprégnés d’Insecticide (MII) a base de pyréthrinoides
(PYR) apparait aujourd’hui comme étant la méthode de prévention de masse applicable la

plus efficace contre le paludisme.

Si cet outil permet de protéger les populations vulnérables (enfants de moins de 5 ans et
femmes enceintes), son utilisation & grande échelle reste aujourd’hui confrontée au probléme
de la résistance des vecteurs aux insecticides (Chandre et al., 1999).

La résistance aux pyréthrinoides se développe parmi les vecteurs majeurs du paludisme,
notamment par l’intermédiaire de la mutation kdr. Cette mutation ponctuelle résultant du
remplacement de la leucine par la phénylalanine (mutation kdr Leu-Phe) au niveau du sixiéme

segment du domaine Il du géne codant pour le canal sodium voltage dépendant (CnaVdp)



confere la résistance aux pyréthrinoides (PYR) et au Dichloro diphényl thrichloroétahne (DDT)
en Afrique de 1'Ouest. Les études de I'impact de cette mutation sur "cfficacité des MII sont
contradictoires. Les moustiques résistants sont capables de rester plus longtemps au contact de
la moustiquaire traitée et absorbent une plus grande quantit¢ d’insecticide ce qui expliquerait
des taux de mortalité¢ sensiblement identiques entre moustiques scnsibles et moustiques
résistants (Chandre et al., 2000; Corbel er al.,, 2004b). Plus récemment, une évaluation menée
au Bénin a montré que I’efficacité de moustiquaires imprégnées de lambda-cyhalothrine était
considérablement réduite en zone de résistance (N'Guessan et al.; 2007). Les résultats ont en
effet montré que la mortalité induite par les MII passait de 98% en zone sensible a 30% en
zone résistante.

La transmission du plasmodium par le moustique cst I’aboutissement d’interactions
complexes entre le parasite et I’h6te moustique qui constitue I’environnement du parasite.
Lors de son développement chez le moustique, le plasmodium se heurte a un certain nombre
de barricres physiologiques: il subit l'agression des cnzymes dans l'estomac et des
mécanismes de défense du moustique lors de son passage dans I'hémolymphe. Tous ces
facteurs inhibiteurs qui conditionnent la sensibilit¢ du moustique au parasite sont sous le

controle de mécanismes génétiques et environnementaux qui sont encore peu connus.

Les alleles résistants (dus a des mutations génétiques) peuvent modifier la physiologie
des moustiques vecteurs de diverses fagons et donc modifier 'environnement des agents
pathogénes qu'ils transmettent (Rivero e al., 2010). En effet les mutations génétiques sont
trés souvent associées a des effets délétéres qui s'expriment sur différents traits d'histoire de
vie. Ces effets négatifs ont pour conséquence de réduire la valeur adaptative (fitness) des
individus porteurs de la mutation : on parle alors de coiit génétique. Dans le cas de la
mutation de ’acétylcholinestérase ace-1, les moustiques résistants ont une durée de vie plus
réduite, un développement larvaire plus lent que les moustiques dépourvus de mutations ; ils
sont plus fréquemment capturés par des prédateurs, et sont plus sensibles aux infections par
des bactéries endocellulaires de type Wolbachia dans un environnement sans insecticides
(Weill et al, 2003). A notre connaissance, peu d’études ont rapporté un cofit associé a la

mutation kdr jusqu'ici.

Aussi, plusieurs facteurs environnementaux jouent un rdle dans la modulation des
traits d’histoire de vie des vecteurs du paludisme, tels que la température (Teng and Apperson,
2000, Paaijmans ef al., 2009), la densité larvaire (Lowrie, 1973) la qualité et la quantité de

nourriture (Barrera, 1996). Ces facteurs influencent les performances, comme la taille et la



fécondité des femelles adultes (qui participent & la transmission des parasites) ; ainsi, une
variation de ces facteurs peut probablement avoir un impact indirect sur la transmission des
pathogénes. La présence de la mutation kdr au niveau des vecteurs du paludisme en Afrique
de I'Ouest notamment au Burkina Faso augmente chaque année. Cependant, les études du
colit génétique de la mutation sur la bio-écologie des vecteurs sont quasi inexistantes. Or,
on sait que toutes les stratégies de contrdle des vecteurs basées sur I'utilisation d’insecticides
nécessitent une connaissance approfondie de la biologic et de P’écologie des vecteurs
responsables de la transmission, des mécanismes de résistance vis-a-vis des insecticides

utilisés et de leur niveau de résistance dans les populations naturelles.

Nous avons cherché a voir s’il existait un cofit associé¢ a I’allele kdr sur ’histoire évolutive
commune entre le vecteur et le parasite en matiére de proportion de moustiques infectés et

d’intensité de ’infection.

L objectif général de notre travail est d’étudier ’eflet du géne de résistance « kdr » sur la

compétence vectorielle d'An.gambiae 5.5 vis-a-vis de Plasmodium falciparum.
Spécifiquement il s’agit de :

» Comparer la compétence vectorielle (proportion de moustiques infectés et intensité de
Iinfection) de la souche sensible de référence Kisumu avec la souche KdrKis
résistante aux PYT/DDT.

» déterminer ’effet des interactions compétitives entre souches sensibles et résistantes

sur la proportion de moustiques infectés et I'intensité de I’infection.



2. Généralité sur le paludisme
2.1 Les agents pathogenes du paludisme
2.1.1 Taxonomie

Les infections palustres humaines sont dues a un agent parasitaire, lc Plasmodium, inoculé
lors d’une piqire de moustique infecté du genre Anopheles.

Les Plasmodium sont des protozoaires appartenant au phylum des Apicomplexa, a l'ordre des
Haemosporideae et a la famille des Plasmodiidac. |l existe de trés nombreuses espeéces de
Plasmodium (plus de 140), touchant diverses especes animales, mais seulement cinq de ces
especes sont retrouvées en pathologie humaine. I} s’agit de Plasmodium falciparum,
Plasmodium ovale, Plasmodium malariae Plasmodium vivax, et Plasmodium knowlesi. Les
cing espéces différent par des critéres génétiques, biologiques, cliniques, par leur répartition
géographique. P. falciparum est I’espéce la plus largement répandue a travers le monde, mais
aussi qui développe le plus de résistances aux antipaludiques et qui est responsable des formes
cliniques potentiellement mortelles. (Université. Médicale .Virtuelle. Francophone, 2010-

2011).

2.1.2 Biologie

Le cycle des Plasmodium est dixéne puisque deux hotes successifs sont nécessaires a son
accomplissement. On distingue donc 2 phases dans le cycle de vie des Plasmodium :
- une phase chez I’hdte intermédiaire, I'Homme (phase asexuée) ;

- une phase chez I’héte définitif le moustique 1’anophele (phase sexuée).
2.1.2.1 Le développement parasitaire chez I'homme

La multiplication chez ’Homme comporte successivement une phase hépatique

(développement exo-ou pré-érythrocytaire) puis une phase sanguine (cycle érythrocytaire).

@ La phase hépatique
Au cours de son repas humain, le moustique infesté injecte avec sa salive des centaines de
parasite sous forme de sporozoites fusiformes. Les sporozoites inoculés par I’anophéle restent
pendant une trentaine de minutes dans la peau, la lymphe et le sang. Beaucoup sont détruits
par les macrophages, mais certains parviennent a gagner les hépatocytes environ 40 minutes
apres. Ils se transforment alors en schizontes pré-érythrocytaires multi nucléés (ou corps

bleus) qui, aprés quelques jours de maturation, éclatent et libérent des milliers de mérozoites

i~
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dans le sang (10 000 @ 30 000 mérozoites en lonction des especes). La schizogonie pré-
érythrocytaire dure généralement de 8 a 15 jours respectivement chez P. falciparum ct P.
malariae.

Dans les infections a P. vivax et P. ovale, une schizogonie hépatique rctardée peut entrainer la
libération dans le sang de mérozoites plusieurs mois apres la piqure du moustique, expliquant

ainsi les reviviscences tardives observées avec ces 2 especes.

@ La phase sanguine
Aprés éclatement des schizontes hépatiques, les mérozoiles libérés arrivent dans le sang,

envahissent des globules rouges (GR) et marquent ainsi le début du cycle de réplication
érythrocytaire. C’est un processus cyclique, allant de I’invasion d’un GR a son éclatement en
passant par différentes stades: anneau, trophozoite, schizonie et rosace (8-32 mérozoites).
L’éclatement du GR permet ainsi la libération d’une trentaine de nouveaux mérozoites qui
vont envahir des hématics saines et entreprendre un nouveau cycle ¢rythrocytaire ou €voluer
en gamétocytes. Cette phase dure 48h pour P. falciparum. La formation des gamctocytes
n'intervient qu'aprés plusieurs cycles érythrocytaires. La phase de reproduction des parasites

et leur dissémination exigent le passage par I'n6te anophélien.

2.1.2.2 Le développement parasitaire chez 1’anophéle femelle (sporogonie)

Lors d’une piqfire sur un paludéen, le moustique peut absorber des schizontes, des
rosaces et des gamétocytes. Les éléments asexués sont digérés et seuls les gamétocytes
ingérés poursuivent le cycle. Les deux facteurs principaux qui induisent la gamétogénése sont
la chute de température entre le sang chez I’homme et le contenu stomacal du moustique, et la
présence de I’acide xanthurénique produit par l'estomac du moustique. Les transformations
sont profondément différentes selon le sexe. Le micro-gamétocyte (gamétocyte méle) subit
plusieurs divisions pour donner 8 noyaux fils, puis par le phénoméne d’exflagellation libére 8
gamétes méles haploides. Les gamétocytes femelles se bornent au processus d'activation sans
multiplication cellulaire, si bien qu'un gamétocyte femelle produit un seul gaméte femelle,
appelé aussi macro gameéte. Chaque gaméte male est pourvu d’un flagelle grice auquel il va a
la rencontre d’un gameéte femelle pour le féconder. Les ceufs qui en résultent vont devenir
mobiles (ookinétes) et pénétrer dans les parois du tube digestif pour se loger au niveau de la
lame basale des cellules épithéliales. L ookinéte perd alors sa mobilité et se transforme en

jeune oocyste 24 a 36 heures aprés le repas de sang. Il va subir des méioses pour former les



cellules haploides. Il devient mature (20 a 60 um) au bout de 9 a15 jours, selon la température

environnante (Pimenta ef al., 1994).

Le noyau de I'oocyste se divise plusieurs fois pour donner plus de 10 000 sporozoites. lls
sont libérés par rupture de 1’oocyste dans la cavité¢ générale du moustique. Ils gagnent les
glandes salivaires préférentiellement au niveau du lobe médian et de I’extrémité distale des
lobes latéraux. Ils passent a travers la lame basale de |'épithélium salivaire, puis traversent le
cytoplasme des cellules (Robert and Boudin, 2002). Enfin, ils pénétrent dans les acini et

pourront étre injectés lors d’une nouvelle piqire.
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Figure 1 : Cycle biologique de Plasmodium falciparum (CDC)

Source : http://dpd.cdc.gov/dpdx/html/Malaria.htm consulté le 13/08/2012




2.1.3.1 La gamétocytogéneése

La gamétocytogénese est un processus qui conduil unc partie des parasites a un arrét du cycle
cellulaire et a initier unc phase de différenciation cellulaire en formes sexuées. Les
gamétocytes de P. falciparum proviennent de stades sanguins asexués (Sinden, 1998).

En culture in vitro, 'induction de la gamétocytogéncse dépend de facteurs environnementaux
tels que la parasitémie, le stress oxydatif et ’action de certains antipaludiques. Cing stades
sont décrits dans la maturation des gamétocytes de /. falciparum. Les gamétocytes immatures
(stade I & IV) sont séquestrés dans les tissus profonds, en particulier dans la moelle osseuse
(Smalley and Brown. J, 1981). Cette séquestration favoriserait la maturation des gamétocytes
durant 9 & 12 jours et éviterait leur élimination lors de leur passage dans la rate.

Le nombre de gamétocyles est ordinairement inférieur a celui des stades asexués, de I’ordre
de 1 a3 gamétocytes pour 100 trophozoites (Eichner er al., 2001). Pour P. falciparum, les
premiers stades de différenciation en gamétocytes sont morphologiquement identiques a ceux

des trophozoites jeunes. Au stade V, rencontré dans la circulation périphérique, [’hématie est
déformée par le gamétocyte mature allongé, le gamétocyte male est reconnaissable par son

plus grand noyau, la rareté des ribosomes et des mitochondries.

2.1.3.2 Facteurs influengant le cycle sporogonique
> Facteurs liés aux parasites
¢ Ladensité gamétocytaire
Estimé lors de la goutte épaisse, elle est le premier facteur qui influence I’infestivité des
moustiques. Des études ont montré une corrélation positive entre la densité¢ gamétocytaire et

Pinfestivité des moustiques.

o Lesexratio
La présence des gamétocytes des deux sexes est indispensable pour le succés de I’infestation
du vecteur par les plasmodies. Cependant le sex ratio est en faveur des gamétocytes femelles.
Il y a généralement un gaméte maéle pour trois a quatre gameétes femelles (Robert er al.,
1996b) rendant faible la probabilité de rencontre des deux sexes chez le vecteur en cas de

faible gametocytémie.

e La maturité et la qualité des gamétocytes
La maturation des gamétocytes de Plasmodium falciparum chez I’homme dure entre 7 et 12

jours et passe par cinq phases de développement. Seuls les gamétocytes du stade V présents



les zones de forét mais remonte dans les savanes humides jusqu’a la limite de la ceinture
sahélienne pré-désertique. An. arabiensis est présent au Sahel et sur les plateaux d'Afrique
méridionale. 11 s'enfonce assez profondément dans les savanes humides, recoupant la zone de

répartition gambiae s.s.(Mouchet et al., 2004).
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Figure 3 : Distribution d’Anopheles gambiae s.s. et An. arabiensis

Chez An. gambiae s.s cinq formes chromosomiques ont été identifiées en Afrique de 1'Ouest:
les formes Savanna, Mopti, Bamako, Bissau et Forest (Coluzzi et al., 1985). Le génotypage
de ’ADN ribosomal du chromosome X réalisé sur les formes chromosomiques Mopti,
Savanna présents au Mali et au Burkina Faso, a mis en évidence deux sites polymorphes dans
les fragments intergéniques de I’ADN ribosomal (della Torre ef al., 2001, della Torre et al.,
2002). Ces deux sites, permettent de différencier au moins au Mali et au Burkina Faso, les
écotypes Mopti d’une part et Savanna d’autre part. Ces deux formes moléculaires M et S
présentent des préférences écologiques différentes. Les formes S se développent
préférentiellement dans les petites collection d’eau et les gambiae M se retrouvent
majoritairement dans les gites anthropiques semi-permanents ou permanents (Favia et al.,
2001, della Torre et al., 2001, Costantini et al., 2009, Simard et al., 2009). Récemment en
conformité avec le comité international de nomenclature zoologique, la forme moléculaire M
a ét¢ nommée Anopheles coluzzii en I'honneur du regretté Professeur Mario Coluzzi qui a
consacré une grande partie de sa vie a 'étude de ce complexe d'espéces en Afrique de 1'Ouest,

et la forme S Anopheles gambiae Giles (Coetzee et al., 2013).

Les flux de géne semblent limités entre les formes moléculaires M et S qui présentent des

sensibilités différentes aux insecticides, notamment aux pyréthrinoides (Diabaté, 2003).
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dans le sang périphérique sont infestants. Ce pouvoir infestant est généralement influencé par

’age (Hogh er al., 1998).

> Facteurs liés a ’'Homme

e Le type d’hémoglobine

La nature des hémoglobines du porteur de gamétes influcnce le développement des
gamétocytes chez le vecteur. L’étude de Robert ef al (1996b) a montré que le pourcentage de
moustiques infestés par les gamétocytes était deux fois supérieur avec le sang & hémoglobine
AS par rapport au sang a hémoglobine AA. Ces résultats ont ét¢ confirmés plus récemment

(Gouagna et al., 2010).

e L’immunité contre les formes sexuées

Elle englobe la réponse immunitaire contre les gamétocytes chez I’homme et les stades sexués
chez I’anophéle. En ecffet en milieu endémiquc, 'homme est capable de développer des
anticorps naturels contre les antigénes des gamctes. Ces antigénes sont encore appelés
antigénes de pré-fertilisation et post-fertilisation car intervenant respectivement avant et aprés
la phase zygote. Les anticorps anti-géne de pré-fertilisation tels que Pfs230, Pfs45 Pfs48
peuvent empécher la formation des zygotes dans I’intestin du moustique. En revanche les
anticorps de postfertilisation interviennent aprés la formation des zygotes. A titre d’exemple
les anticorps Pfs25 empéchent la pénétration des ookinetes & travers 1’épithélium intestinal.
De plus les anticorps monoclonaux Pf11.1 anti protéine de surface des jeunes gamétocytes

entraineraient une lyse du gameéte via le complément (Fenz et al., 1993).

2.1.3.3 Les mécanismes génétiques contrdlant le cycle sporogonique

Aprés ingestion par le moustique, les gamétocytes se libérent de leur enveloppe
érythrocytaire et se retrouvent directement au contact de 1’environnement cellulaire,
immunitaire et enzymatique du bol alimentaire. De trés nombreux facteurs du moustique sont
susceptibles d’influer sur I’aptitude & transmettre le parasite; et ces facteurs permettent de
définir la notion de “compétence vectorielle ” du moustique a transmettre le Plasmodium.
Ces facteurs génétiquement contrdlés peuvent moduler la susceptibilité ou I’incompatibilité
vecteur—parasite. Ces facteurs peuvent &tre des caractéristiques des barriéres physiques que le
parasite doit outrepasser : la matrice péritrophique, l'épithélium stomacal, la coque de
l'oocyste et 1'épithélium des glandes salivaires, ou d’autres facteurs agissant sur la survie des
parasites comme les enzymes dans l'estomac et les mécanismes de défense du moustique lors

de son passage dans I'némolymphe. L’activité enzymatique digestive atteint son maximum a



des moments variables juste aprés 1’ingestion du repas sanguin et est fortement liée au
développement et a la migration de I'ookinéte. Ce temps dépend aussi de I’espéce de
moustique. En dehors de leur rdle sur le bol alimentaire, ces enzymes digestifs peuvent
détruire 1’ookiné¢te. Celui-ci semble pourtant plus résistant aux enzymes que les stades
précédents. 11 doit probablement mettre en jeu des mécanismes de protection qui sont encore
inconnus. Ainsi le rendement entre gamétocyte et oocyste va généralement en diminuant
progressivement, mais est compensé par la forte multiplication parasitaire entre les stades
oocyste et sporozoite. La figure 2 résume les différentes étapes critiques du cycle

sporogonique (Robert and Boudin, 2002).
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Figure 1: Les différentes étapes critiques du développement parasite



2.2 Les vecteurs de I'agent pathogéne
2.2.1 Position taxonomique
Les vecteurs des plasmodies de mammiferes, y compris les plasmodies humaincs

appartiennent tous au genre Anopheles qui occupe une position taxonomique bien précise.

Position taxonomique des anopheles

(Knight ef al., 2004)

Embranchement W Arthropoda (= pattes articulées) e
Classe : Insecta (= corps segmente en trois parlies) ‘
Sous-classe : Prerygota (= avec des ailes)

Ordre : Diptera (= avec 2 ailes)

Sous-ordre : Culicidae (=moustique)

Famille : Nematocera (= avec antennes rondes et longues)

Sous-famille : Anophelinae (= anophele)

Genres : Anopheles, Bironella, Chagasia

Le moustique
Anopheles gambiae
(source : J.G. Smith in
Gillet, 1972)

La famille des Culicidae, synonyme du terme courant de « moustiques», comprend 37 genres
et environ 3300 espéces dont les femelles sont toutes hématophages et possédent des picces
buccales de type « piqueur-suceur » (Carnevale et al, 2009). On distingue 2 sous-familles
parmi les Culicidae: les Culicinae et les Anophelinae. C’est dans cette derniére sous-famille
que on retrouve le genre Anopheles (insectes holométaboles) qui contient au dernier
recensement 484 especes (Harbach, 2004) parmi lesquelles 68 sont considérées comme

vecteurs de Plasmodium.

2.2.2 Le complexe Anopheles gambiae

Le complexe Anopheles gambiae compte actuellement 7 espéces morphologiquement
identiques, potentiellement vectrices de plasmodies (White, 1974, Hunt et al., 1998). Ce sont
An. gambiae s.s. , Anopheles arabiensis; An. melas, Anopheles merus, Anopheles bwambae
(White, 1985), Anopheles quadriannulatus A (Theobald, 1911) et Anopheles quadriannulatus
B, (Carnevale et al., 2009). An. gambiae s.s et An. arabiensis se révelent les meilleurs
vecteurs de Plasmodium sur le continent africain en raison de leur large distribution
géographique et de leur forte anthropophilie (Carnevale ef al., 2009). An. gambiae s.s. occupe
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e Bio-écologic des anophéeles

Le cycle de développement est marqué par une phase pré-imaginale aquatique (ceufs.
larves, nymphes) et une phase adulte (imago).
— la phase aquatique pour les stades preimaginaux ou immatures : Les femelles déposent leurs
oeufs en vol a la surface de I’eau ou sur le substrat humide des gites larvaires. Les stades
larvaires concernent une période de croissance avec une augmentation notable de taille qui
peut étre de Iordre de 10 fois, du stade I au stade 1V. La durée de développement larvaire est
trés variable, An. gambiae s.). accomplit son développement larvaire en moins de 10 jours en
milieu tropical dans les collections d’eau stagnante, temporaires, peu profondes et
ensoleillées, faiblement chargées en matiéres organiques et ou la température de I’eau peut
dépasser 30°C (Clements, 1992a).
—la phase aérienne pour le stade adulte ou imaginal, avec des males et des femelles. C’est la
période de reproduction et de dispersion. Le male s¢ nourrit exclusivement de jus sucrés,
tandis que la femellec s’alimente non seulement dc jus sucrés (qui procurcent 1’énergic
nécessaire pour le vol) mais aussi de sang humain et (ou) animal qui permet le développement
des ceufs. Chez les anophéles, seule la femelle est hématophage, et c’est au cours d’un repas
de sang qu’elle peut ingérer et (ou) transmettre le parasite. La femelle n’est fécondée qu’une
fois dans sa vie, mais les males peuvent féconder plusieurs femelles. Le cycle de maturation
des ovocytes qui débute avec le repas de sang et se termine avec la ponte est dénommé cycle

gonotrophique.
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2.2.3 Les facteurs influant les traits d’histoires de vie des vecteurs

Le développement des stades pré-imaginaux est influencé par des facteurs physiques du
milieu (gite) tels que la température, |'éclairement, le pH, ainsi que l'apport nutritif. Ces
facteurs introduisent des changements quantitatifs et qualitatifs sur les populations larvaires

en particulier et aussi sur la population imaginale.

% Au stade larvaire

- La température
La relation entre la température, le taux de croissance des moustiques et le
développement larvaire a fait l'objet d'un certain nombre d’étude et peut se
résumer a trois états.
1) Pour toutes les espéces, la croissance et le développement se produisent entre
une plage de température dite de seuil inférieur de développement et une
température supérieure létale ;
ii) dans cette fenétre de températures, le taux de croissance et de développement
est géneralement positivement corrélé avec la température ;

iii) les plages de température varient avec les espéces.
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- La nutrition

Lorsque la quantité¢ de nourriture disponible est inf¢ricure a un certain seuil, le

taux de développement larvaire diminue. Sclon la densité des larves, le facteur

critique peut étre la quantité de nourriture par larve ou par unit¢ de volume.

- La densité larvaire

Des observations au laboratoire et sur le terrain ont montré que la compétition

intra-spécifique, causée par la densité des larves cst ¢levée. Les résultats sont : un

temps de développement plus long ; une réduction du succes de la nymphose et du

poids des nymphes (Clements, 1992a).

% Au stade adulte

Les comportements des femelles de moustiques, & la recherche de I'hdte nécessaire a leur
alimentation sanguine, sont souvent caractéristiques de l'espece. Ils sont sous le contréle des
facteurs exogénes (rythme circadien, température) et endogeénes (préférences trophiques).
Cependant c'est généralement la disponibilité de I'hdte, et les facteurs attractifs responsables
de lagressivit¢ différentielle des anopheles (4ge, taille, sexe, groupe sanguin, état
physiologique, dégagement de CO2, chaleur du corps ou sécrétion de phéromones de I'hote
vertébré piqué), qui jouent un rdle essentiel (Day et al., 1983). Pour qu'une espéce d'anophele
soit vectrice, elle doit remplir un certain nombre de conditions dont la compétence et la
capacité vectorielle :
La compétence vectorielle désigne la faculté d’un vecteur a s’infecter aprés ingestion d’un
repas de sang infectant, puis a assurer le développement du pathogéne et sa transmission &
I’héte vertébré lors d’une piqire. Elle exprime alors le degré de coadaptation
pathogéne/vecteur invertébré et dépend essentiellement de facteurs génétiques.
La capacité vectorielle exprime le potentiel de transmission d’un pathogéne par une
population de vecteurs. Elle dépend de facteurs liés au vecteur, & 1’agent infectieux et a
Penvironnement : densité de population du vecteur, fréquence du contact vecteur-hote
vertébré, survie du vecteur et durée de développement extrinséque du pathogene.
L'anthropophilie est la condition sine qua non de la transmission naturelle du paludisme a
I'homme. Une antropophilie stricte, soit par suite des préférences trophiques du vecteur, soit

par suite de l'absence d'hétes alternatifs, constitue la situation la plus favorable.



2.3 Les stratégies de lutte contre les vecteurs du paludisme

2.3.1 Lutte anti-larvaire

La plupart des méthodes de lutte visant a réduire Ja production de moustiques
nécessitent le traitement des gites larvaires. Néanmoins, une lutle anti-larvaire bénéfique au
plan épidémiologique contre le paludisme implique une réduction quasi totale des gites a
anopheéles, principalement dans les zones de paludisme stable ou la transmission peut étre
assurée par un petit nombre de vecteurs. Or les caractéristiques des gites larvaires des espéces
vectrices An. gambiae el An. arabiensis (nombreux et temporaires) ne permettent pas
I’utilisation aisée des méthodes de lutte anti-larvaire quelle que soit la méthode (aménagement

de I’environnement, lutte biologique, lutte chimique).

2.3.2 Lutte anti-adulte

La principale méthode de lutte contre les adultes est I’aspersion intradomiciliaire
utilisée pour lutter contre les vecteurs du paludisme endophiles et anthropophiles comme An.
Junestus et An. gambiae. Si I'intérieur de I’habitation a fait ’objet d’un traitement insecticide,
la plupart des anopheles seront tu€s. De la sorte, le vecteur ne pourra plus transmettre la
maladie (dans le cas d’un moustique déja infecté) ni méme pondre les ceufs que ce repas de
sang lui aurait permis de mener a maturation. Le DDT fut longtemps I’insecticide de choix
pour les aspersions de par sa rémanence et son efficacité contre les moustiques et autres
insectes nuisibles (cafards et punaises par exemple). Cependant, il est remplacé par des
insecticides moins rémanents dans I’environnement comme certains organophosphorés
(malathion), carbamates (bendiocarb) ou pyréthrinoides (perméthrine).

Les traitements intradomicilaires présentent cependant I’inconvénient de ne pas
éliminer les moustiques les plus exophages et/ou exophiles (i.e. An. arabiensis), qui

continuent de prendre des repas sanguins, assurant ainsi un niveau minimal de transmission.

2.3.3 Réduction du contact homme-vecteur

Les moustiquaires sont utilisées depuis longtemps pour se protéger des piqiires de
moustiques (Snow et al., 1987). Leur efficacité s’est vue renforcée lorsqu’elles ont été
imprégnées d’insecticides (Darriet et al, 1984), ajoutant a la barriére physique, un effet
répulsif et 1étal. En effet, I’effet répulsif des PYR empéche le moustique de se gorger au
travers de la moustiquaire et d’y pénétrer lorsque celles-ci sont trouées aprés un certain temps
d’utilisation. L’effet létal sur les moustiques contribue lui a la protection communautaire

conférée par les matériaux imprégnés d’insecticides (MII). Une couverture de la population
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supéricure a 80%, entrainerait une diminution de la transmission palustre « clfet de masse »
en réduisant la densité vectorielle, la durée de vie du moustique. ainsi que les indices
sporozoitiques (Lengeler, 2004 ). Aussi selon 'OMS (2011) les MII ont apporté la preuve
qu’elles réduisaient la mortalité, toutes causes confondues, d'environ 20%.

La disponibilité des moustiquaires & « longue durée d’action» (Long lasting Insecticide-
treated bed nets: LLINs) sur le marché, présente ’avantage de ne nécessiter aucun
retraitement durant la durée de vie de la moustiquaire, cstimée a 4 ou 5 ans (Guillet et al.,

2001).

2.3.4 Moustiques transgéniques

La lutte génétique et ’utilisation des males stériles (Fontenille and Simard, 2004;
Klassen, 2009) sont des approches de plus en plus explorées dans la lutte anti-vectorielle. Ces
approches génétiques appliquées en santé publique depuis les années 60 ont eu un succes tres

limité. Ellc représente des perspectives intéressantes de lutte anti-vectorielle (LAV).

2.4 Les insecticides

Un insecticide est une substance active ou une préparation susceptible de tuer les
insectes (ou d’autres arthropodes, tels que les acariens) leurs larves et (ou) leurs ceufs. lls
appartiennent au groupe des pesticides, eux-mémes inclus dans les biocides. La totalité des
insecticides est issue de la lutte contre les insectes nuisibles a I’agriculture. Les cibles
potentielles des insecticides sont nombreuses : systéme nerveux central, le métabolisme

respiratoire ou le métabolisme hormonal.

Seules quatre familles de produits chimiques représentent plus de 10% de part de
marché chacune et plus de 70% de ’ensemble : les organophosphorés (utilisés a partir de
1940), les carbamates (a partir de 1950), les pyréthrinoides de synthése (a partir de 1970) et
les néonicotinoides (a partir de 1990) (Nauen, 2006). La cible principale de ces insecticides
est le systtme nerveux des insectes, en effet prés de 90% des insecticides utilisés sont

neurotoxiques.

Les pyréthrinoides agissent sur le canal sodium voltage dépendant (CNaVdp) en
augmentant la fréquence des décharges nerveuses (type I) ou le temps d’ouverture des canaux
(type II). Cette action neurotoxique provoque une transmission répétée ou continue de 1’influx
nerveux, qui aboutit a la tétanie de I’insecte (effet KD). L’action de ces insecticides se

manifeste également par une perturbation des échanges en ions calcium (Ca++) et magnésium



(Mg++) qui, normalement, circulent au travers des membranes cellulaires. L’atteinte de la
circulation de ces ions entraine la libération massive de neurohormones qui déséquilibrent
’organisme tout entier. L’insecte physiologiquement désorienté passe par des phases
d’incoordination et de tétanisation. La mort survient plus ou moins rapidement suivant la

dose et la puissance de I’insecticide.

Les organochlorés du groupe des cyclodiénes ont comme site d’action les récepteurs
de I’acide gamma-aminobutyrique (GABA) du systéme nerveux central.

Les organophosphorés et les carbamates prennent la place de 1’acétylcholine en se
fixant sur son site d’interaction avec 1’acétylcholinestérase. 1l en résulte un blocage des sites
d’action, suivi d’un accroissement rapide de 1’acétylcholine qui peut s’accumuler jusqu'a 260

% de la normale. La propagation de I'influx nerveux est bloquée, et I’insecte meurt de
propag

paralysie.
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Figure 1: Représentation schématique d’un neurone et d’une synapse cholinergique
avec les cibles principales des insecticides.

ACh : acétylcholine ; AChE : acétylcholinestérase ; AChR : récepteur cholinergique de type
nicotinique. N : noyau ; Na : canal sodium ; Pré : élément présynaptique ; Post : élément

postsynaptique ; RyR : récepteur a ryanodme (Modifié d’aprés (Raymond- Delpech et al
2005)).

B : Représentation schématique d’une synapse GABAergique avec les cibles principales des
insecticides. GABA : acide-aminobutiryque ; GABAR : récepteur au GABA ; Na : canal
sodium ; Pré : élément présynaptique ; Post : élémentpostsynaptique (Modifié d’aprés
(Raymond-Delpech ef al 2005).
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2.4.1 La résistance aux insecticides

2.4.1.1 Définition

La résistance est définie comme l'apparition d'individus possédant la faculté de
survivre & des doses d'une substance toxique 1étales pour les individus de la méme population.
Différents facteurs vont influencer la sélection de la résistance :

o les facteurs opérationnels : mode et fréquence des applications, taille des zones
traitées, dosage, stade de développement de I’insecte ciblé, sélectivité du
produit et persistance de résidus;

o les facteurs bio-écologiques : mobilité, migration, nature de I'habitat, climat
(température, humidité, etc.), temps de génération, nombre de descendants,
régime de reproduction et certains factcurs comportementaux ;

o Les facteurs génétiques : fréquence, nombre et dominance des genes de
iésistance, expression et interaction des geénes responsables de la résistance

(Alout, 2009) .

2.4.1.2 Les mécanismes de résistance

Différents mécanismes de résistance ont été sélectionnés par [’utilisation massive
d’insecticide aussi bien pour la LAV que pour les traitements agricoles (Chandre et al., 1999,
Dabiré ef al., 2012). Deux mécanismes majeurs (la résistance métabolique, et la modification
de cible) sont impliqués dans la résistance des vecteurs aux insecticides. A ces deux
mécanismes s’ajoutent d’autres mécanismes d’une moindre importance.

a) La résistance métabolique

La résistance métabolique est due & l’accroissement de l’activit¢ d’enzymes de
détoxication assurant 1’élimination ou la séquestration des insecticides, essentiellement des
estérases, des oxydases a cytochrome P-450 et des glutathion-Stransférases. Cet
accroissement peut provenir soit d’une modification de la conformation de I’enzyme la
rendant plus efficace; soit d’une production accrue de protéine (Vaughan et al., 1995)
pouvant parfois représenter jusqu’a 12% des protéines totales d’un individu. La surproduction
d’enzymes peut étre due a une modification d’un gene régulateur contrdlant le degré
d’expression de I’enzyme (Mouches ef al., 1987) ou a une augmentation du nombre de copies

du géne qui code pour ces enzymes (Hemingway et al., 2004).
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b) LLa modification de cible

Les mutations au niveau des cibles principales (CNaVdp, AChli, GABA) sont dcs
mécanismes de résistance trés efficaces qui s’accompagnent de phénomenes de résistance
croisée pour tous les insecticides agissant sur la méme cible. Chez la plupart des espéces
d’insectes, les mémes points de mutations se retrouvent généralement sur les génes codant
pour ces protéines, de par le fait que le changement d’acide aminé doit non seulement réduire
Paffinité de Dinsecticide avec la cible mais aussi, préserver les fonctions initiales de la
protéine & un niveau compatible avec la survie de I’insecte.

Le canal sodium est une protéine qui comporte quatre domaines homologues répétés
comprenant chacun six segments hydrophobes transmembranaires. Les pyréthrinoides et le
DDT agissent en modifiant la cinétique d’inactivation des CNaVdp.

La résistance de type « kdr » (knock-down resistunce) est due au remplacement d’un
acide aminé (leucine en phénylalanine, L1014F) dans Ic sixi¢me segment du domaine II du
canal sodium (Martinez Torrez et al., 1998) dans les populations d’An. gambiae d’ Afrique de
I’Ouest. Elle se caractérise par une diminution d’affinité entre I’insecticide et son site de
fixation (Pauron et al., 1989). En Afrique de I’Est, c’est plutdt le remplacement de la leucine
par la sérine & la méme position (mutation kdr Leu-Ser) qui est a 1’origine d’une faible
résistance a la perméthrine.

L’acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme impliquée dans le métabolisme de
'acétylcholine (ACh), le principal neurotransmetteur chez les insectes. Elle est la cible
principale des insecticides organophosphorés (OPs) et des carbamates. La résistance provient
soit d’'une augmentation de la quantit¢ d’AChE (Fournier and Mutero, 1994) soit d’une
diminution de I’affinité de celle-ci avec ces insecticides (Soderlund and Bloomgquist, 1989).
Chez Cx. quinquefasciatus , An. albimanus et An. gambiae, la mutation glycine / sérine se
retrouve en position 119 sur le géne Ace.l et confére une résistance croisée aux OPs et aux
carbamates (Weill ef al., 2003). Chez Cx. quinquefasciatus, I’acétylcholinestérase insensible
(Ace.1®) s’avere étre beaucoup moins efficace a dégrader les substrats que celle des individus
sensibles. Des €tudes ont d’ailleurs montré que le coiit de I’alléle résistant est fort et peut

affecter de nombreux traits de vie (développement larvaire, compétition sexuelle, taux de

prédation) (Djogbenou, 2008).
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¢) La pénétration réduite

Nombre d'insccticides pénétrent dans 'organisme de l'insecte a travers la cuticule. Des
changements au niveau de cette derniére peuvent réduire la pénétration de l'insecticide
conférant ainsi une résistance a certains types d'insecticides. Mais cc mécanisme a lui scul
confére en général un trés faible niveau de résistance. Cependant son action en complément
d'autres mécanismes peut conduire d une augmentation significative de la résistance.

d) La résistance comportementale

Des changements de comportement pouvant conduirc a une réduction de contact avec
un insecticide peut augmenter la probabilité de survie de l'insecte dans un environnement
traité. De tels comportements peuvent réduire la tendance de l'insecte a pénétrer dans une
zone déja traitée ou augmenter sa tendance a fuir une surface quand celle-ci est traitée. Dans
tous les cas l'insecte a la capacité de détecter l'insecticide et I'éviter. Ce phénomeéne de

résistance comportemental est mal connu.
e) Résistance croisée a plusieurs familles d’insecticides

La résistance crois€ée se produit lorsqu’un mécanisme de résistance, qui a permis a
I’insecte de résister a un premier insecticide, confére également la résistance a des composés
de la méme famille, ou d’une autre famille d’insecticides. Le phénoméne de résistance croisée
est fréquent dans les populations de vecteurs. Par exemple, le DDT et les pyréthrinoides sont

chimiquement différents, mais les deux agissent sur la méme cible (CNaVdp).
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3. Matériels et Méthodes
3. 1 Elevage des moustiques
3.1.1 Origine du matéricl biologique et site d’¢tude

Nous avons mené une étude expérimentale dans les laboratoires de la Direction
régionale de I’Oucst de IInstitut de Recherche en Science de la Sant¢ (IRSS/DRO).
Les larves utilisées dans ces expériences sont issues des colonics d’An. gambiae s.s
(Anopheles gambiae Giles). 11 s’agit des souches Kisumu et Kdr kis.
- La souche Kisumu est une souche de référence sensible a tous les insecticides. Elle a été
initialement isolée dans la région de Kisumu a 'ouest du Kenya dans les années 1950 et a été
maintenue au laboratoire depuis lors (Diabaté, 1999).
- La souche Kdr kis est homozygote pour la mutation kdr-west (L1014F) qui confére une
résistance croisée PYR/DDT (Martinez Torrez ef al., 1998). Cet all¢le provient de la souche
VKPR échantillonnée dans la Vallée du Kou au Burkina Faso en 1997. La souche Kdr kis a
été obtenue par croisements successifs des souches VKPR et Kisumu suivis par une sélection
a la perméthrine. Seuls les individus résistants ont été gardés pour le croisement suivant avec
Kisumu. Au bout de 15 générations, le génome de VKPR est introgressé a 99% par celui de
Kisumu pour obtenir la souche Kdr kis. Ces souches possédent un fond génétique commun a
celui de Kisumu sauf au niveau du géne de résistance. Les variations observées pourront donc

étre directement associées au gene de résistance.

3.1.2 Conditions d’élevages pré-imaginales

Nous avons utilisé les deuxiéme et troisicme pontes de femelles pour effectuer les
expériences dans le but d’avoir le maximum de larves. Les pontes recueillies ont été mises en
eau jusqu’a éclosion. Les larves ont ensuite été distribuées dans des bacs circulaires de 23cm

de rayon et delOcm de hauteur, remplis d’eau de source (750mL).
Deux niveaux de densité ont été constitués par bac :

- faible densité : 150 larves, soit 0.35 larves/ cm?

- forte densité : 300 larves, soit 0.70 larves/cm®

Nous avons constitué trois lots de bacs & raison de deux bacs pour les fortes densités et de

trois bacs pour les faibles densités pour s’affranchir d’un potentiel effet bac.
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- Le premier ¢tait constitué de larves de la souche: sensible Kisumu

- Le sccond était constitué de larves de la souche résistante Kdr kis :

- Le troisieme lot était constitué de mélange 50% de la souche Kdr kis et de 50% de

Kisumu.

Les bacs ont été recouverts d’un tulle moustiquairc (maille de 0,2mm). Les conditions
environnementales de I’insectarium ont été standard: 27+1°C, 80% d’humidité relative et une
photopériode de 121:12D. Quotidiennement, les larves mortes ont ¢1é comptées et retirées.
Chaque deux jours les bacs étaient nettoyés, I’eau changéce afin de limiter I’accumulation de
matiére organique plus ou moins dégradée, qui rendent le milieu toxique pour les larves
(Bayoh and Lindsay, 2003); les larves survivantes ont été nourries avec une quantité limitée
de Tetramin® Baby fish-food a raison de 0,2mg/larve (TetraWerke, Melle, Germany)
(Koenraadt ef al., 2004) . Au stade nymphale celles-ci ont ¢té triées chaque jour et mises dans
des gobelets contenant de I’cau de source puis placées dans unc cage : une pour les fortes

densités et unc autre pour les faibles densités pour chaque lot.

3.2 Compétence vectorielle vis-a-vis de Plasmodium falciparum

La compétence vectorielle vis-a-vis de P. falciparum des souches Kisumu et Kdr kis en
présence ou non de compétition a été étudiée en réalisant des infections expérimentales a

partir des femelles issues des élevages précédents.

3.2.1 Enquéte parasitologique : recherche de porteurs de gamétocytes

Nous avons effectué des prospections parasitologiques dans les localités de Bama,
Dandé et Soumousso, 3 villages environnant la ville de Bobo-Dioulasso. Des gouttes épaisses
ont ét€ réalisées chez des volontaires 4gés de 5 a 12 ans. La goutte épaisse et le frottis ont
consisté a un prélévement de 2 ou 3 microlitres de sang capillaire au bout du doigt de chaque
sujet et déposé sur une lame. Aprés fixation du frottis au méthanol et séchage, la goutte
épaisse et le frottis ont ét¢ colorés au Giemsa 10% pendant 10 minutes puis examinés au
microscope a I’objectif 100 pour la détection des stades sexués et asexués des parasites ainsi
que pour déterminer ’espéce de Plasmodium. Les patients porteurs de gamétocytes de P.

falciparum ont été emmenés le lendemain au laboratoire (IRSS) pour le prélévement sanguin.
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Hématie

Figure 1: Photographie illustrant deux gamétocytes sur un frottis

(Yaméogo, 2012)

3.2.2 Systéme d’infection expérimentale

» Dispositif expérimental

Cette procédure connue sous le nom de « Direct Membrane feedingAssay » (Gouagna ef al.,
2004, Graves et al., 1988, Tchuikam et al., 1993) consiste a faire gorger des moustiques sur
du sang contenu dans des cellules de gorgement (feeders). La base de chaque cellule est
préalablement recouverte d’une membrane de Parafilm® amincie & travers laquelle les
moustiques vont se gorger de sang. L’ensemble est maintenue a 37°C grace a un bain
thermostaté car une basse température, inférieure a la température corporelle, aurait provoqué

I’exflagellation des gamétocytes et les rendrait moins viable chez le moustique (figure 7).

23



Bain
thermostaté

Tuyaux de
conduite

p—

~ moustiques

Figure 1: Dispositif de I’infection expérimentale

> Réalisation

Les infections expérimentales ont €té réalisées par gorgement sur membrane (Parafilm). Deux
tubes héparinés de 5 ml de sang de porteurs de gamétocytes ont été centrifugés
immédiatement apres prélevement a 3000 rotation par minutes (rpm) pendant 3 min & 37°C.
Le plasma a été remplacé par une quantité équivalente de plasma AB d’un sujet non
immunis¢ contre le paludisme dans le but d’éviter la potentielle interférence de I’immunité
antipalustre du porteur. Toutes les femelles élevées précédemment ont séjourné aprés
émergence dans des cages communes avec les males pendant au moins 3 jours. Pour chaque
infection, deux gobelets contenant 50-60 moustiques ont été utilisés pour chaque densité. Les
moustiques ont été mis en contact avec le sang a travers la membrane parafilm et maintenus
dans I’obscurité pendant une trentaine de minutes pour gorgement. Les femelles gorgées ont
étés ensuite triées et placées dans des cages au laboratoire dans les conditions standard
d’élevage jusqu’au jour de dissection. Pendant ce temps elles étaient nourries de solution

sucrée (glucose a 2.5%) afin d’assurer leur survie.
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Figure 1 : Schémas du protocole expérimental

3.2.3 Détection des oocystes

Les femelles qui ont survécu au 7°™ jour au septiéme jour aprés I'infection ont été
disséqués pour la recherche et le comptage des oocystes. Pour cela ils ont été placés au
congélateur, le temps qu’elles s’engourdissent (2-3 minutes) afin de faciliter la dissection. Le
moustique est dépos¢ sur la lame et immobilisé au niveau du thorax par un mandrin dans une
solution de mercurochrome 0.4%. Cette solution sert a la coloration des tissus pour faciliter
I’observation des oocystes au microscope. A 1’aide d’un autre mandrin, la partie terminale de
I’avant dernier segment subit une pression pour extraire les ovaires, les tubes de Malpighi, et
’estomac. L’estomac est ensuite détaché du reste et observé au microscope a 1’objectif x10

puis x20 pour Iidentification des oocystes.
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Séance de dissection de femelles Photo d’un estomac d’anophéle

d’anophele bourré d’oocystes

Figure 1: Dissection et estomac remplis d’oocystes.

3.2 4 Mesure de la longueur des ailes des femelles

La longueur des ailes des moustiques disséqués a été mesurée de Ialula a ’extrémité
distale longueur élevée au cube (WL?) est considérée comme un index de la taille du
moustique (Fernandes and Briegel, 2005). Les ailes ont ét¢ montées entre lames et lamelles a
’aide d’aiguilles de dissection et photographices. Leur taille a €ét¢ ensuite mesurée grace au

logiciel Image J1.41.0, (Wayne Rasband National Institute of Health, USA).

3.3 Identification moléculaire

Pour déterminer les proportions de moustiques infectés aprés un repas de sang
provenant du mélange, les carcasses des moustiques disséqués ont été conservées dans des
tubes contenant un dessiccateur (silicagel). Ces tubes ont été stockés au congélateur a -20°C
jusqu'a I’extraction d’ADN par le protocole CTAB (Morlais et al., 2004). L’identification par
PCR a été effectuée selon le protocole de Martinez-Torres et al (1998). Les contrdles positifs
¢taient constitués d’ADN de souches de Kisumu et de Kdr kis extrait a partir des souches

élevées a ’insectarium.
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3. 4. Considérations é¢thiques

Le présent travail a eu I’approbation du comité institutionnel d’¢thique du centre
Muraz. Avant ’étude, des séances d’information ont ¢t¢ menées au cours desquelles le
protocole a été traduit cn langue locale si nécessaire, alin que les  personnes
ciblées /concernées puissent comprendre et prendre la responsabilité de signer ou pas le
consentement éclairé. Les sujets sollicités a participer a I’é¢tude ont été inclus apres obtention
d’un  consentement dclairé signé par leurs parents ou par leurs tuteurs. Une fiche
d’information, destinée a expliquer les objectifs de I’étude et des détails sur le protocole
employé, a été remise aux participants pour les informer de leur engagement dans I’étude. Les
enfants présentant des symptomes et/ou ayant une parasitémie supérieure a 1 000 parasites /

pl ont été référés au dispensaire et traités selon le protocole national.

3.5. Analyse des données

les données obtenues ont fait 1’objet d’analyse ayant pour variables explicatives :
«geno» (pour génotype) avec deux modalités qui représentent le génotype des souches
Kisumu la souche sensible de référence, et KdrKis la souche PYR/DDT résistante ; « dens »
représentant la densité larvaire de départ avec 2 modalités forte et faible densité ;« taille » une
variable numérique pour la taille de Iaile ; « gam» qui représente la densité en gamétocytes
(le nombre de gamétocyte par microlitre de sang) ; « compet » qui indique I’absence ou la
présence de compétition larvaire entre les deux souches et enfin, « donneur » qui représente
les différents patients utilisés. Ces données ont été saisies sous Excel 2007 et analysées par le
logiciel R version 2. 13. 1.
Un modéle linéaire généralisé a effets mixtes (glmm) a testé les effets des 6 variables
explicatives sur la proportion de moustiques infectés et l'intensité de l'infection. Le «donneur»
a été utilisé comme variable aléatoire car les patients ont ét€ choisis au hasard et non pour un
effet suspecté pour chacun et pour tenir compte de la corrélation entre individus de la méme
infection expérimentale (ou donneurs de sang). Les autres variables ont €té utilisées pour leur

effet fixe.

Pour I’analyse de la proportion de moustiques infectés (probabilité qu’un moustique femelle
soit infecté aprés un repas de sang infectieux), la variable dépendante a été codée 1 pour la
présence d’oocystes et 0 pour leur absence. Le modéle a été analysé en utilisant la procédure
Imer (package Ime4de R) avec une structure d'erreur binomiale. L’ importance des variables et

la sélection du modéle minimal ont ¢1¢ évaluées en utilisant le package mixmod, qui effectue
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une hypothese de type I pour les effets fixes. Les modéles maximaux ont inclu 5 variables
«genoy», «densy, «gamy, « taille »  «compet»; 6 doubles interactions «geno*gam»y
«geno*dens», «geno*taille», «dens*taille », «geno*compet », «gam*compet» et 2 interactions

triples «geno*dens*taille » et «geno*gam*compet » comme des clfets fixcs.

L’analyse de I'intensité de I'infection a inclu uniquement les moustiques qui ont développé
au moins 1 oocyste dans leur estomac. La procédure glmm ADMB avec une distribution
binomiale négative (package glmm ADMB) a ¢é1é utilisée pour tenir compte de la forte

dispersion du nombre d’oocyste dans le systéme.

L'importance des variables a été établie 4 l'aide d'un test du rapport de vraisemblance (LRT),

qui est distribué¢ approximativement comme une distribution %2.



4. Résultats
4.1 La proportion de moustiques infectés

Nous avons réalisé 6 repas de sang infecticux (codé A a I') avec gamétocytemies
variant de 16 a 304 gamétocytes / ul de sang. Ces infections nous ont permis de disséquer un
total de 993 femelles. L’impact individuel de chacune des variables ainsi que de leur
interaction sur la proportion de moustiques infectés a ¢té ¢évalué¢ par un modeéle linéaire

généralisé a effets mixtes (glmm) et les résultats de I’analyse sont résumés dans le tableau 1.

Tableau I: Effets aléatoires et effets fixes sur la proportion de moustiques infectés

Variables (aléatoire) ¥2 P- value
donneur 4.79 0,03
Variables (fixes) F P value
Geno 0,01 0,908
Gam 70,61 < 0,001
dens 0,00001 0,970
taille 2,12 0,146
compet 0,66 0,417
geno*gam 4,44 0,035
geno*dens 8,46 0,004
geno*taille 0,04 0,837
dens*taille 0,00 0,953
geno*compet 5,18 0,023
gam*compet 3,77 0,052
geno*dens*taille 8,43 0,004
geno*gam*compet 4,60 0,032

Les différences ont été considérées comme significatives pour une valeur p < 0,05.

Dans les expériences menées, il ressort que la variable donneur a eu un effet significatif sur la
proportion de moustiques infectés (p=0,03). Cet effet a été pris en compte pour déterminer
I’influence des variables fixes. Sur ’ensemble des données, ’alléle de résistance « kdr », n’a
pas eu d’effet significatif sur la proportion de moustiques infectés de méme que la densité
larvaire. La compétition larvaire n’a pas eu non plus d’effet sur la prévalence de I’infection.
La taille de Iaile n’a eu aucun effet sur la proportion de moustiques infectés ni en interaction
avec le génotype ni avec la densité. Cependant I’effet de la gamétocytémie était significatif,

les plus fort taux étant observées avec les plus fortes gamétocytémies.

Plusieurs interactions ont été mises en ¢vidence démontrant la complexité qui existe entre les

différentes variables testées. Une intcraction significative entre la gamétocytémie et le
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génotype a été observée. Elle révele que I’influence de la gamétocytémie sur la proportion de

moustiques infectés était différente entre les génotypes. (figurel).
Pour les infections B (16/ pl) et F (304 ul), la proportion de moustiques infectés est

supérieure avec la souche Kisumu, tandis que dans les infections A, C, D et E, elle est plus

élevée avec la souche KdrKis.

‘0 Kisumu e KdrKis

0.8 -

0.2 4

% de moustques infectés
o o
i -9 =]
S i |

0.0

donneurs (gamétocytémie)

Figure 10 : La proportion de moustiques infectés en fonction de la gamétocytémie pour
chaque souche.

On a observé une interaction significative entre les variables génotype et densité (p=0,004)
montrant ainsi que ’influence de la densité sur la proportion de moustiques infectés est

significativement différente dans les génotypes.

La représentation graphique de cette interaction illustrée par la figure 11 indique qu’en
fonction de la densité larvaire la proportion de moustiques infectés est différente dans les

deux génotypes.
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Figure 11 : La Proportion de moustiques infectés (+SE) de chaque souche en fonction
de la densité larvaire et des infections.

Dans les infections B, C et F, la proportion de moustiques infectés ne semble pas €tre
influencée lorsque les larves sont élevées en faible densité pour les deux souches. Par contre
en forte densité, la proportion infectés de Kisumu des infections B et F est supérieure a celle
de KdrKis, alors que dans I'infection C, c’est la souche KdrKis qui a une plus forte
prévalence.

Pour I’infection A, la proportion de moustiques infectés est plus élevée pour la souche
KdrKis en forte densité, il en est de méme pour la souche Kisumu.

Pour les infections D et E, la forte densité n’a pas d’effet sur la proportion de moustiques
infectés quelle que soit la souche. Mais en faible densité, la proportion de moustiques infectés
de KdrKis est plus élevée pour I'infection D alors que pour ’infection E c’est la souche

Kisumu qui présente une forte la proportion.
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La triple interaction geno*dens*taille a également influencé la proportion de
moustiques infectés alors qu’aucun effet significatif des interactions doubles taille*geno et
taille*dens n’a été observé. Cette triple interaction pourrait s’expliquer par un effet
significativement différent de la taille de I’aile dans les groupes génotype par densité

(Kisumu forte densité, Kisumu faible densité, KdrKis forte densité, KdrKis faible densité).

Pour La compétition, le tableau I indique que prise individuellement, cette variable
n’a eu aucun effet significatif sur la proportion de moustiques infectés. Cependant,
I’interaction de la compétition avec le génotype a été significative; elle traduit le fait que

’influence de la compétition est différente dans les deux génotypes.

Kisumu compet - = KdrKis compet -

# Kisumu comp+ @ KdrKis compet+

e e =
. ™ =
1 [1 |

(=]
f-S
i

% de moustques infectés

donneurs (gamétocytémie)

Figurel2: la proportion de moustiques infectés (£SE) au niveau de chaque souche en
fonction de infection

Pour I’infection A, la compétition larvaire semble avoir augmenté la prévalence de

I’infection de la souche résistante.
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Iin présence de compétition, la proportion de moustiques inlectés de Iinfection de la souche
KdrKis est plus ¢levée qu’en absence de compétition. Des résultats différents sont observés
pour I'infection D oti en présence de Ja compétition larvaire, la proportion de moustiques
infectés de la souche Kisumu est plus élevée que celle de la souche KdrKis. En outre pour la
méme infection quelle que soit la souche, la proportion de moustiques infectés en présence

de la compétition larvaire a baissé.

La compétition larvairc semble avoir favorisé la proportion de moustiques infectés au niveau
de la souche Kisumu pour ’infection E. Quant a I’infection F, la compétition semble n’avoir

eu aucun effet sur la proportion de moustiques infectés au niveau des deux souches.

Pour les infections B et C, nous n’avons pas pu estimer la proportion de moustiques infectés
des individus en compétition en raison de la non représentativité des échantillons.

La proportion de moustiques infectés a été également modulée par [’interaction
geno*gam*compel.

Elle traduit le fait que I’interaction gameto *compet est différente selon le génotype. L.’impact
de la gamétocytémie est différent quand il y a compétition et cette différence n’est pas la

méme dans chaque génotype.

4.2 Intensité de I’infection

Dans cette partie de I’étude, nous avons cherché a savoir quel était le rdle de la
mutation « kdr » et de la densité larvaire dans le développement parasitaire en absence et en

présence de compétition larvaire.

Le nombre moyen d’oocyste a été estimé en fonction des paramétres ci-dessus cités. Parmi les
993 femelles disséquées, 465 individus avaient au moins un oocyste (Ngisums = 189, Nkarkis =
276) et ont été inclus dans ’analyse.

[’analyse par glmm a retenu le modéle présenté dans le tableau II. Les variables
«genoy, «taille» «compet» n’ont pas ont été retenues dans ce model final, ce qui signifie que
ces variables seules ou en interaction n’expliquent pas les différences observées sur le nombre
moyen d’oocyste. La présence de 1’allele de résistance, la taille de I’aile et la compétition

n’ont donc pas influencé le développement du parasite.
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Tableau I: Effet sur le nombre moyen d’oocyste

Parameétre (aléatoire) 2 P value
donneur 77,9 <0,001
Paramétre (fixes) F P value
Gam 7,32 0,05
dens 1,82 0,18
gam*dens 5,94 0,02

Les différences ont été significatives pour un p < 0,05.

Comme au niveau de la proportion de moustiques infectés, le donneur de sang a influencé de
fagon significative le nombre moyen d’oocyste (p <0,001).

La différence entre les densités n’a pas été statistiquement significative (p = 0,18) pour tous
les groupes confondus. Seul le paramétre « gam », et 'interaction « gam*dens » ont un effet
sur I’intensit¢ de I’infection. Le nombre moyen d’oocystes par cstomac est done corrélé a la
gamétocytémic (p = 0,05). Mais I’effet de la gamétocytémic est diflérent selon la densité

larvaire, cette derniere influence probablement la sensibilité a I'inlection.

80+ Bl forte densité

nombre moyen d'oocyste par estomac

& & @ @& ©

& ¢ ¢

donneurs de sang (gamétocytémie)

>
Q\

Ml faible densité

Figure 10 : Nombre moyen d’oocyste (ES) en fonction de la gamétocytémic

Blanc : faible densité Gris :forte densité.



La figure 4 illustre D'interaction gam*dens. Pour U'infection 1D (176 gamétocytes/ul), le
nombre moyen d oocyste est plus élevé pour la faible densit¢ que pour la forte densité
larvaire. Par contre I'effet inverse est observé pour l'infection I' (304 gamétocytes/pl), ou la
forte densité présente un nombre moyen d’oocystes €levé. Pour les infections A, B, C et E, le

nombre moyen d’oocystes n’est pas significativement dillérent entre les densités larvaires.
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5. Discussion

L’objectif de notre étude était de voir si la présence de 'allele de résistance « Adr »
avait un impact sur la compétence vectorielle d’An gumbiaes.s vis-a-vis de P. fulciparum, ceci

dans différentes conditions environnementales.

En P’absence d’insecticide, les insectes porteurs d’alicles de résistance sont généralement
défavorisés par rapport aux individus sensibles. C’est ce qu’on appelle le «colt génétique » de
la résistance. Nous avons essayé de déterminer s’il existait un tel colt associé a I’alléle « kdr»
sur la sensibilité a I’infection en comparant la prévalence et I’intensité de I’infection de la
souche sensible de référence Kisumu et la souchc KdrKis résistantc aux PYT/DDT, cn
[’abscnce d’insecticide. Afin d’avoir un apergu global du colt génétique en l’absence
d’insecticide, nous avons également évalué le role des interactions compétitives et de la
densité larvaire entre les souches sensibles et résistance sur la proportion de moustiques
infectés et I’intensité de |’infection.

Pour cela nous avons utilisé deux souches & fonds génétique commun, excepté pour 1’alléle de
résistance, de sorte que les différences observées soient imputables uniquement au géne
« kdr ». Le systéme d’infection expérimentale utilisé a permis de contrler un maximum de
paramétres. Nous avons englobé le plus de variables explicatives possibles afin de contrdler
les observations éventuelles pour la taille, la densité de gamétocyte ainsi que pour la
variabilité due au sang obtenu de différents donneurs ; mais aussi de la densité larvaire.

Nous avons obtenu un effet significatif des différents donneurs (effet aléatoire) sur la
proportion de moustiques infectés ainsi que sur l’intensité de I’infection. Ce qui suggere que
la nature du sang des donneurs a une influence importante sur I’ineffectivité des femelles
d’Anopheles s.s.

Sangaré et al., 2014 avaient émis également [’hypotheése de ’effet donneur sur la
survie et la fécondité des femelles donc indirectement sur la capacité vectorielle. En effet, en
plus de la compétence vectorielle, la longévité du vecteur au stade imago est une condition
sine qua non de la transmission du plasmodium : plus le moustique vit longtemps, plus le
parasite a une chance d’effectuer son développement complet et donc d’étre transmis.

Parmi les variables a effets fixes utilisées, seule la gamétocytémie prise isolement a eu
un effet significatif sur la proportion de moustiques infectés et ’intensité de ’infection. Ce
qui souligne son réle trés important dans la probabilité du moustique a s’infecter, héberger et

a transmettre le parasite. La gamétocyémie fait partie intégrante du donneur mais elle n’est
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“pas le seul facteur qui peut influencer l’infection. Des facteurs comme la qualité des
gamétocytes (stade de maturation), le sex ratio des gamétocytes, les facteurs sanguins tel le
trait drépanocytaire (Gouagna et al., 2010) et les génotypes du parasite sont autant de facteurs
qui influencent de facons diverses, l'infection des anophéles. Ces parametres ont été
indirectement pris en compte en incluant I’effet donneur en variable aléatoires.

Nous avons observé dans notre étude que sur la proportion de moustiques infectés était
- modulée par I’interaction entre le génotype et la gamétocytémie ce qui signifie que la densité
+ des gamétocytes influence différemment la prévalence au niveau de chaque souche. Le succés

. d’une infection & P falciparum chez les moustiques est le résultat de processus complexes. En

" effet-les systémes de défense du moustique sont activés dés I’infection et un ensemble de

. mécanismes génétiquement contrflé est mis en place pour bloquer ou réduire le

_ déy_éloppement et la transmission comme les dommages cellulaires (Vlachou et al., 2004,
Hurd and Carter, 2004) et I’activation de la réponse immunitaire (Dong et al., 2006, Mendes
et al.; 2008). La plus grande perte de parasite chez le moustique a lieu lors des premicres
heures apres le repas de sang (Vaughan, 2007) et est en partie sous le controle de facteurs
génétiques.

Les mécanismes de résistance aux insecticides peuvent avoir une influence directe ou
indirecte sur l'activation du systéme immunitaire conduisant a des variations du
- développement du parasite (Rivero ef al., 2010). Dans la résistance métabolique, des études
- ont montré qu’il existerait une relation entre la sécretion d’enzymes de détoxification, la
. reponse du moustique a I'invasion plasmodiale ainsi que la résistance aux pyréthrinoides. Le

- cytochrome CYP6M2 est induit en réponse a I'invasion de I’estomac par le parasite (Rute er

Cal, 20.10). 11 est également connu pour étre impliqué dans la résistance aux pyréthrinoides ou

-1l est particuliérement régulé au niveau des souches résistantes (Djouaka et al., 2008). Cette

observation ainsi que la régulation d'autres geénes, tels que les transporteurs ABC
membranaires impliquées dans I'élimination des xénobiotiques, nous aménent a supposer qu'il
' poufrait y avoir une association entre la réponse a l'infection a Plasmodium et la résistance
aux insecticides (Rute et al., 2010). Pour la mutation ace-/ on a observé chez les moustiques
résistants une réduction de la durée de vie, un développement larvaire plus lent, un risque plus
accru a la prédation, une sensibilit¢ plus accrue aux infections par des bactéries
endocellulaires de type Wolbachia dans un environnement sans insecticides (Bourguet ef al.,
2004 , Weill et al., 2003, Djogbénou et al., 2010, Berticat et al., 2002, 2004).

Il a été¢ démontré qu’un repas de sang infect¢ par des bactéries pouvait réduire la

: prévalence et Vintensité de I’infection du paludisme chez le moustique. Cette réduction est
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une conséquence de la stimulation du systéme immunitaire du moustique qui agit sur le stade
zygote et sur les ookinétes (Sinden, 2002). Si les genes responsables de cette stimulation sont
différemment exprimés en présence de la mutation « kdr », ccla pourrait conduire a des
modifications de la compétence vectorielle au niveau des souches résistantes.

Nous avons également montré qu’il existe unc dilférence entre sur la proportion de
moustiques infectés des souches résistantes KdrKis et sensibles Kisumu vis-a-vis de P.
Jalciparum selon la densité ou la présence de compétition. Cette différence pourrait
s’expliquer par le fait que les mécanismes immunitaires mis en place par les individus
résistants ont plus ou moins contrdl¢é le développement du parasite du stade gamétocyte au
stade oocyste mais aussi que les facteurs écologiques (lels que la densité larvaire et la
compétition interspécifique) y ont une grande influence.

1l faut noter que les conditions dans lesquelles les expériences ont ét¢ menées sont

différentes des conditions environnementales naturelles. En effet, plusieurs études décrivent
des densités inférieures chez les populations naturelles, notamment en Afrique de ’Est, de
’ordre de 0,13 larve/cm? (Gimnig et al., 2002).
Dans cette étude, le protocole mis en place n’a pas permis de mesurer la quantité¢ de sang
ingéré par les moustiques. Or il s’agit d’un paramétre important qui peut également influencer
les résultats d’infection. En effet, plusieurs études ont démontré une corrélation entre la taille
du moustique, la quantité de sang ingéré, la prévalence et I’intensité de 1’infection en ce sens
que les plus gros ingérent davantage de sang a chaque repas et développent donc plus de
parasites (Robert and Boudin, 2002). Cependant, nous posons I’hypothése que ce paramétre a
peu influencé nos données car nous avons gardé uniquement les femelles complétement
gorgées et nous avons contrdlé par la taille des femelles.

Nous avons aussi analysé I’effet des interactions compétitives entre les souches
sensibles (Kisumu), et résistantes (KdrKis), afin de mieux cerner le rdle de I’alléle « kdr » sur
la transmission de P.falciparum. 11 s’agissait pour nous d’étudier ’effet de la compétition
larvaire pour 1’exploitation des ressources alimentaires entre les souches sensibles et
résistantes. La simple exploitation d'une ressource par les individus d’une souche conduit a la
réduction de sa disponibilité pour les autres concurrents. La limitation en ressources
alimentaires du milieu de développement larvaire induit une limitation des réserves
énergétiques chez I’adulte (Briegel, 2003) et peut par conséquent, avoir un impact indirect sur
la compétence vectorielle. En effet, une compétition en faveur de 1’une ou de ’autre souche
pourrait entrainer une modification de ’expression des génes impliqués dans les mécanismes

de défense. L’étude des interactions biotiques auxquelles les systémes vectoriels sont exposés



est relativement importante alin d’appréhender leur potentiel ¢pidémiologique en fonction des
contextes environnementaux. Les conséquences de ces interactions compétitives jouent un
role non négligeable en matiére de santé publique. Elles peuvent, par exemple, avoir une
influence sur I’épidémiologie des maladies vectorielles en modulant les traits d’histoire de vie
des moustiques responsables de la transmission.

Dans notre cas, on a observé que la proportion de moustiques infectés a été¢ modulée par
I’interaction « génotype*compétition ». Ce résultat indique que la différence de prévalence de
I’infection entre souches est dépendante de la compétition.

11 est possible que notre protocole expérimental n’ait pas assez généré de compétition.

Afin de la simuler davantage, il aurait peut-étre fallu utiliser différents degrés de compétition,
en introduisant, pour une souche donnée, |’autre souche a des pourcentages croissants. Aussi,
nous avons utilisé une quantité de nourriture fixe sur les différentes densités, pour également
stimuler la compétition. Faire varier la quantité de nourriture sur une densit¢ larvaire fixe
aurait ¢ventuellement pu mettre en €vidence un effet compétition plus fort.
Ces mémes hypothéses peuvent expliquer 1’absence d’effet significatif génotype* taille. Ce
résultat semble indiquer que la taille n’influence ni la proportion de moustiques infectés, ni
intensité de I’infection au niveau des deux souches. Plusieurs auteurs ont pourtant montré
que la disponibilité des ressources alimentaires dans les gites larvaires détermine le nombre
d'adultes émergents, la survie (Gimnig er al., 2002) et la taille et influengaient donc
probablement la compétence vectorielle.

Dans un contexte ou la prévalence des souches PYT/DDT résistantes s’accroit, il est
plus qu’important d’en estimer I’impact sur la transmission de plasmodium. L’effet génotype
étroitement lié aux conditions environnementales que nous avons observé confirme le fait que
la connaissance de la bio-écologie de ces « nouvelles » souches demeure un impératif pour la
lutte antivectorielle composante essentielle de la lutte contre le paludisme. Ainsi le controle
de cette maladie devrait intégrer toute modification susceptible d’influer la transmission du
parasite. La compréhension des caractéristiques physiologiques, biochimiques et génétiques
associées a cette résistance, permettra la mise en place de meilleures stratégies d'utilisation
des insecticides chimiques dont on sait que 'usage abusif conduira inévitablement a de

nouveaux €checs. La gestion de la résistance en sera peut étre améliorée.



6. Conclusion et perspectives

Notre ¢étude est une contribution a la connaissance du role de Pallele de
résistance « kdr » dans la transmission de P. Jalciparum malgré les limites soulignées de notre
protocole. En utilisant un systéme d’infections expérimentales sur les souches Kisumu et
KdrKis on a pu mettre en évidence un cofit associ¢ a I’all¢le de résistance sur la proportion
de moustiques infectés a P. falciparum. Mais cet effet du génotype a ét¢ influencé par des
facteurs biologiques (gamétocytémie) et écologiques (densit¢ larvaire, compétition larvaire).
La gamétocytémie a influencé différemment la prévalence et I’intensité de I'infection au
niveau de chaque souche. En fonction de la densité larvaire ou de la présence de compétitions

on a observé un effet différent du génotype sur la proportion de moustiques infectés.

Le lien étroit entre Ieffet génotype et les conditions écologiques laisse penser que les
conditions environnementales jouent un réle important dans la modulation des traits d’histoire
de vie de ces vecteurs du paludisme. Des études complémentaires devront ainsi étre menées
pour évaluer le colt de cet alléle sur les traits d’histoire de vie et indirectement, sur la
compétence vectorielle. Ainsi on pourrait étayer davantage les résultats auxquels nous
sommes parvenus. Dans l’optique d’une meilleure gestion de la résistance, il s’avére
également intéressant de mener d’autres investigations pour estimer le role d’autres
mécanismes de résistance en association avec l’allele « kdr » sur la bio-écologique des

vecteurs du paludisme.
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ANNEXE 1 : Extraction d’ADN au CTAB, sur moustique entier
Isabelle MORLAIS, 2003
1- Broyer chaque moustique dans 200 ml de CTAB 2%
2- Mettre au Bain-marie 65° pendant 5 minutes
3- Ajouter 200 ml de chloroforme — Mélanger par inversion.
4- Centrifuger 5 minutes a 12 000 rpm, 4 TA
5- Prélever la phase supérieure et la mettre dans un autre tube
6- Ajouter 200 ml d’Isopropanol sur ce surnagcant — Bicn mélanger par inversion
7- Centrifuger 15 minutes a 12 000 rpm et TA
8- Vider I’Isopropanol, bien égoutter et ajouter 200 ml d’Ethanol 70%
9- Centrifuger 5 minutes, 12 000, TA
10- Vider I’Ethanol
11- Sécher le culot 5 minutes maximum au speed-vac

12- Reprendre dans 20 ml d’H20 — Ne pas vortexer — Laisser suspendre sur la paillasse toute
la nuit (ou une 1/2 journée)

CTAB 2%
Réactifs Volume Conc. finale
1 M Tris HCI pH 8.0 100 m] 100 mM
0.5MEDTA 20 ml 10 mM
NaCl 81.8 ¢ 1.4 M
CTAB* 20 g 2%
ddH20 [QSP1L

*Cetyl trimethyl ammonium bromide
Mélanger sous agitateur magnétique.
Conserver a TA.
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ANNEXE 2
Polymorphisme dans un géne codant pour un canal a Na, associ¢ 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

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

Réactifs Conc. finale our 1 rxsa 25 pl
Tampon de Taq 10 X contenant 15 mM MgCI2 1X; 1,5 Mm each 2.5 ul
5 mM dNTP 0.2 mM each 1l
Primer D1 (10 uM) 6 pmoles 0,6 pl
Primer D2 (10 pM) 6 pmoles 0,6 ul
Primer D3 (10 pM) 20 pmoles 2 ul
Primer D4 (10 pM) 20 pmoles 2ul
Taq DNA Polym (5 U/ul) 025U 0,05
ddH20 14,75 pl
DNA template (1 a 5 ng/pl) 1.5 ul
Amplification : . ,
3’ [30%, 30%, 10“]35¢ 5* @ 55°C 94“-#;594“ 72"};72”
Taille attendue R} \’ '
D1/D2:293 bp 10s
D1/D3 : 195 bp Résistant 0
D2/D4 : 137 bp Sensible i 30” |

v; 35 cycles v,’

v





