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1. Introduction

Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile et hémolysante due a un
hématozoaire du genre Plasmodium transmis par la piglre infestante d’un
moustique femelle du genre Anopheles.

Dans le monde, 2,6 milliards d’individus, soit 55% de la population
mondiale sont exposés a cette maladie dans 90 pays ou territoires [1].

Les femmes enceintes et les enfants de moins de 5 ans sont les plus
vulnérables ; et un enfant sur vingt meurt de paludisme avant I’age de 5 ans

[2].
L’ Afrique est le continent le plus touche, avec environ 300 a 500 millions de

cas par an et une mortalité annuelle de 1,4 a 2,6 millions selon I’OMS en
1994 [3].

Au Mali, 28,9% des consultations médicales sont dues a cette affection avec
des taux de mortalité et de morbidité respectifs de 26,13% et 27,16% [4].

Les principaux vecteurs en Afrique sub-saharienne et plus particulierement
au Mali sont: An. gambiae s.I. et An. funestus [5]. La population d’An.
gambiae s.l. est composée d’An. arabiensis et d’An. gambiae s.s. (avec ses 3
formes chromosomiques : Bamako, Savane et Mopti).

Face a I’échec de la plupart des stratégies de lutte contre le paludisme,
I’OMS a adopté en 2002 I’initiative « Roll Back Malaria » : Faire reculer le
paludisme [2]. Elle a lancé un appel pour le développement de nouvelles
approches innovatrices en matiére de lutte contre le paludisme. Pour cela,
plusieurs moyens synergiques ont été définis parmi lesquels la lutte anti -
vectorielle.

Les larves d'anophéle sont une cible potentielle dans le controle des vecteurs
du paludisme. La modification de leur habitat écologique a éte la clé des
efforts d’éradication du paludisme aux Etats-Unis, en Israél et en Italie [6].

An. gambiae s.l, est le principal vecteur du paludisme a Bancoumana
(99.20% en 2001). La densité baisse considérablement pendant la saison
seche. A la faveur des premieres pluies la population régénere grace a
quelques individus ayant survécus pendant la saison seche [7]. Deux
hypothéses non exclusives ont été avancées pour expliquer les mécanismes
de survie des anopheles en saison séche [8, 9] :

> lls estiveraient a I’état adulte pendant cette période dans des endroits
indéterminés ;



> de rares gites larvaires existeraient tout au long de la saison séche et
qui serviraient d'inocula aux gites reconstitues en saison de pluies.

La compréhension de la dynamique des populations d’An. gambiae s.l. en
général et en particulier des mécanismes de survie pendant la saison seche a
Bancoumana s’averent nécessaire pour I’élaboration d’une stratégie sélective
et bien adaptée de lutte anti-vectorielle dans ce village.
Le présent travail vise a étudier d’une part I’écologie d’An. gambiae s.l. , et
d’autre part a identifier ses formes moléculaires sur le site en saison seche.

Pour cela, nous nous sommes fixés les objectifs suivants :

Objectif géneral
Evaluer la distribution mensuelle des gites larvaires et une caractérisation
moléculaire du complexe An. gambiae s.l. & Bancoumana.

Objectlfs spécifiques
Identifier et caractériser les gites larvaires d’An. gambiae s.l. a

I’intérieur et autour du village de Bancoumana ;

- Déterminer les variations des densités d’An. gambiae s.l. dans les
habitations humaines ;

- Déterminer les fréquences des formes moléculaires d’An. gambiae s.s.
a Bancoumana en saison séche.



2. Généralités

2.1. Le parasite
Le Plasmodium est un protozoaire qui se développe pendant une partie de sa
vie dans les hematies, d’ou son nom d’hématozoaire.

Quatre espéces plasmodiales sont responsables de paludisme humain :

P. falciparum, P. vivax, P. ovale et P. malariae. Au Mali toutes ces especes
plasmodiales sont rencontrées. L’espéce la plus fréquente et la plus
dangereuse est P. falciparum [10]. Un seul cas de P. vivax a été decrit au
Mali en 1988 [10].

Le cycle du Plasmodium exige deux hoétespour accomplir son
développement : un hote deéfinitif invertébré (le moustique) et un héte
intermédiaire vertébré (I’homme).

2.2. Le vecteur

Le vecteur du paludisme est un moustique du genre Anopheles. Les
anophéles appartiennent au regne animal, a [I’embranchement des
arthropodes, a la classe des insectes, a I’ordre des diptéres nématoceres, a la
famille des Culcidae et a la sous-famille des Anophelinae. Les principaux
vecteurs en Afrique sub-saharienne et plus particulierement au Mali sont :
An. gambiae s.l. et An. funestus [5]. Le complexe An. gambiae comprend
sept espéces jumelles dont les plus importantes sont An. gambiae s.s et An.
arabiensis. Au Mali, An. gambiae s.s. comprend trois formes
chromosomiques (Bamako, Mopti, et Savane) entre lesquelles il existe un
certain degré d’isolement reproductif [11]. Notons qu’il n’existe que deux
formes moléculaires ("M" qui est la forme Mopti et "S" qui regroupe les
formes chromosomiques Bamako et Savane).

2.2.1. Caracteres genéraux

Leur développement comprend quatre phases successives : I’ceuf, la larve, la
nymphe et I’imago.

(Eufs : Les ceufs sont ovalaires aux extrémites relativement pointues et
relevées vers le haut muni de flotteurs latéraux pleins d’air. Les ceufs se
disposent les uns par rapport aux autres de fagon a former a la surface de
I’eau, par le jeu des forces de surface, des figures géometriques en étoile.
Larve : Le siphon respiratoire est absent, des soies palmées et des plagques
tergales chitineuses sont présentes sur les segments abdominaux.



Nymphe : palettes natatoires avec 2 soies. Une forte soie en forme d’épine
aux angles postérieurs des segments abdominaux IV a VII; trompettes
respiratoires courtes, évasées et fendues.

Imago : Les palpes sont aussi longues que la trompe dans les deux sexes,
renflées en raquette a leur extrémité chez les males. L’abdomen presque
entierement dépourvu d’écailles.

Leur corps est divisé en trois parties :

- La téte porte deux yeux et deux palpes de méme longueur que la
trompe qui est aussi appelée proboscis ;

- Le thorax comprend trois parties : le prothorax, le mésothorax portant
la paire d’ailes fonctionnelles et le métathorax qui porte les pattes
postérieures ; \ \

- L’abdomen est constitué de dix segments, dont les 9°™ et 10°™ peu
visibles, représentent les segments genitaux.

L’espece An. funestus se distingue morphologiquement d’An. gambiae s.I.
par sa taille plus petite et sa couleur plus sombre [12].

2.2.2. Cycle biologique des anophéles

Les anopheles pondent leurs ceufs a la surface de I’eau. Ces ceufs, munis de
flotteurs remplis d’air, éclorent généralement 24 a 36 heures aprés la ponte
[12]. La larve subit trois mues consécutives qui, par les modifications
morphologiques qu’elles engendrent, la conduisent au 4 °™ stade de larve.

La nymphe a I’aspect d’une virgule. Au bout de 24 heures, elle se transforme
en moustique adulte ou imago qui émerge de I’eau. Seules les femelles sont
hématophages, les méles quant a eux sucent le suc des plantes.

Les males fécondent les femelles qui prennent un ou plusieurs repas de sang
(selon les especes) et vont pondre dans les gites les plus proches.

Aprés I’éclosion, il faut environ 7 a 12 jours pour An. gambiae s.l. et trois
semaines pour An. funestus, pour effectuer la totalité du cycle : de I’ceuf a
I’imago [12].

Les anopheles, sauvages a I’origine [12], sont a I’heure actuelle, hautement
anthropophiles. Les femelles peuvent demeurer dans les habitations ou elles
s’alimentent et se reposent jusqu’a la maturation de leurs ceufs.

Cependant, il arrive plus fréeguemment que le moustique pénétre dans les
habitations au petit soir (18-20 heures), quittant ainsi son abri diurne (cases
abandonnées, puits désaffectés, anfractuosités diverses, etc..).

En général, le pic de I’activité des anopheéles se situe aprés minuit [12].



La longévité des anophéles femelles adultes est d’une vingtaine de jours,
n’excédant pas plus d’un mois dans les conditions habituelles. Elle est plus
réduite pour le male. Il est généralement admis que la mortalité des
anopheles femelle n’est pas constante mais augmente avec I’age, tout
particuliérement aprés une vingtaine de jours de vie pour An. gambiae s.| et
An. funestus.

La dispersion moyenne des anophéles adultes en vol est de I’ordre de 1 km a
1,6 km, pouvant atteindre 3 km. La distance de 7 km est la limite maximale
observée pour An. gambiae s.1. [13].

Dans les zones tropicales, la présence de la plupart des especes de
moustiques est continue tout au long de I’année, avec des variations
saisonniere des densités liées aux conditions climatiques. Pendant la saison
seche notamment au sahel et au Sahara, ces conditions deviennent nettement
défavorables, entrainant une disparition apparente des populations
anophéliennes.



Femelle prenant un
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Figure 1: Cycle biologique d’Anophelinae (Brunhes et al, 1998).



2.3. Les méthodes de lutte contre le paludisme
Deux méthodes peuvent étre mises en ceuvre pour lutter contre le paludisme,
I’une visant a détruire I’agent pathogene, I’autre orientée contre le vecteur.

2.3.1. La lutte contre le parasite

Cette lutte repose sur [utilisation des substances antipaludiques
(schizonticides et gamétocides) qui sont actives contre les différents stades
sanguins du parasite. Elle vise soit a éliminer les parasites déja présents chez
un hote (c’est la chimiothérapie), soit a prévenir I’installation et le
développement du parasite chez I’homme (chimioprophylaxie).

Les parasites résistent de plus en plus aux médicaments anti-paludiques les
plus usuels comme la chloroquine ou [I’association sulfadoxine-
pyriméthamine [14]. Un consensus s’est dégage récemment pour privilégier
des associations a base d’artémisinine. L association de deux medicaments
est I’un des moyens de limiter I’apparition des pharmaco-résistances car le
risque d’apparition simultanée d’une résistance a deux produits différents est
tres faible. De plus, les nouvelles combinaisons médicamenteuses
parviennent a éliminer le parasite et permettent au malade de récupérer
beaucoup plus rapidement.

2.3.2. La lutte anti-vectorielle
Elle repose sur la rupture ou la réduction du contact homme — vecteur.

Différentes méthodes de lutte sont applicables contre les larves, et ou contre
les adultes.

2.3.2.1. La lutte anti-larvaire

La lutte anti-larvaire s'effectue au niveau des gites et consiste a détruire les
larves avant qu'elles ne deviennent des adultes. Cette lutte peut étre :

- biologique : par introduction de prédateurs dans les gites;

- physique : par élimination ou modification des biotopes ou les larves
peuvent se developper ;

- chimique : par epandage de larvicides (avec ou sans modification du
milieu naturel).



A. Lutte biologique :

L’exemple le plus connu est celui du poisson larvivore Gambusia affinis
dont I’action est limitée aux eaux permanentes.

Le cas de Bacillus thurigiensis israelensis (Bti) est un autre exemple. C’est
une bactérie qui produit des toxines tres actives contre les larves par
ingestion. Elle est sans danger pour I’homme, les autres insectes, les
poissons et animaux supérieurs aux doses normales. Elle peut étre utilisée
dans les eaux d’irrigation des cultures vivriéres et dans les eaux de boisson.
Elle a le désavantage d’étre active par ingestion alors que sa densité
I’entraine au fond et que les larves d’anophele se nourrissent en surface. Elle
se detruit tres rapidement dans le milieu naturel et doit donc étre réappliquée
périodiquement [15].

Bacillus sphaericus produit aussi une toxine dont les caractéristiques sont
semblables a celle de Bti, mais reste plus active dans les eaux polluées,
tandis que Bti est plus efficace dans I’eau propre [15].

B. Lutte physique
C'est une modification intentionnelle du biotope, qui vise a faire disparaitre
ou réduire par des moyens physiques les nappes d'eau de surface dans
lesquelles les moustiques se développent [16]. On distingue :

Le drainage qui consiste a faire évacuer les eaux du gite a I'aide d'un drain
vers un milieu récepteur naturel (tel qu’un cours d'eau, un terrain perméable
etc...). Il a I'avantage d'évacuer rapidement les eaux et d'entrainer les oeufs et
les larves vers des milieux défavorables a leur développement. Mais la
disponibilité d'un milieu récepteur naturel situé a une distance raisonnable
du gite peut constituer un facteur limitant de cette méthode.

La mise en boite qui consiste a concentrer les eaux dans les tranchées, et
par conséquent de réduire la superficie du gite a empoisonner.

Cette méthode est utilisée dans le cas de gites importants situés loin d'un
milieu récepteur naturel. Cette mise en tranchée, nécessite la connaissance
du volume d'eau dans le gite.

Le captage des resurgences lls proviennent des nappes artésiennes ou
nappes captives.
Pour éliminer ces résurgences on peut utiliser soit :

- le pompage a l'aide d'une pompe a moteur;

- I'installation d'une pompe éolienne ;

- I'aménagement en puits ;



- le drainage vers un milieu récepteur naturel.
Ces solutions sont fonction du débit de la source et de la permanence de
celle-ci.

Le comblement se fait a I'aide de matériaux (pierres, débris de construction
etc...). Cette méthode est surtout utilisée pour des gites de petite superficie,
et de profondeur moyenne. Ces matériaux devront souvent étre transportés
sur de longues distances, et nécessitent d'étre compactés, ce qui éléve le colt
du comblement.

A part la solution de comblement, toutes les autres nécessitent souvent un
travail d'entretien (désherbage, curage, mise a bord franc, etc...).

D'une fagon générale, les travaux de génie sanitaire peuvent étre améliorés
par un reboisement au niveau des surfaces assainies.

Le boisement Il est bénéfique et rentable de prévoir la plantation d'arbres,
comme I’eucalyptus ou d’autres végétations hydrophiles dans les sols
humides regroupant plusieurs résurgences d'eau a faible débit mais
d’écoulement continu.

C. Lutte chimique
Il s'agit de répartir uniformément et périodiquement, une certaine quantité de
pesticide sur la surface de I'eau qui abrite les gites larvaires et d'exposer ainsi
les larves a des substances naturelles ou de synthése qui provoquent la mort
des arthropodes par empoisonnement.
Les insecticides organophosphorés sont les plus utilisés en dépit de leur
niveau de résistance en augmentation dans certaines régions.
Le Temephos qui a une trés faible toxicité pour les mammiféres a été le
larvicide le plus utilisé dans le monde [15]. Il peut étre mis dans I’eau
d’irrigation et a aussi été utilisé pour traiter les eaux de boisson. Il est
cependant toxique pour les poissons.
Le Fenthion est aussi communément utilisé a condition de ne pas contaminer
I’eau de boisson et les aliments [15].



2.3.2.2. La lutte anti-imaginale

Différentes méethodes sont utilisées pour lutter contre les moustiques adultes
et ou limiter le contact Homme- vecteur [17]. Il s’agit:

des grillages fins imprégnés d’insecticide aux fenétres et s'assurer
régulierement qu'il n'y a aucun trou. Les bouches d'aération et de
ventilation doivent aussi étre grillagées. La climatisation est tres
efficace car le froid ralentit I'activité et la reproduction des insectes;
des diffuseurs électriques qui protegent la chambre pendant 45 nuits
(8 a 10 heures par nuit) en diffusant régulierement un insecticide
inoffensif;

des spirales insecticides a combustion lente assurent également une
bonne protection et tuent les insectes. Elles peuvent étre utilisees sous
une véranda ou dans une piece aérée. Elles protégent pendant 6 a 8
heures;

de moustiquaires chimiguement imprégnées qui sont de loin, la
protection la plus facile, la moins chere et la plus efficace contre les
moustiques. C'est une protection aussi efficace a l'intérieur qu'a
I'extérieur de la maison. Afin de la garder en bon état, elle doit étre
maintenue attachée dans la journée. Pour un maximum de protection,
s’assurer qu'elle ne soit pas déchirée ou trouée et ne pas oublier de
rabattre les bords sous le matelas. L'utilisation de moustiquaires
imprégnées d'insecticide réduit considérablement le risque de
transmission du paludisme dans une région ou le paludisme est
endémique. C'est idéal pour protéger les jeunes enfants et les femmes
enceintes qui ne peuvent pas toujours utiliser les autres mesures contre
le paludisme.

Utiliser les bombes insecticides (spray) qui offrent une protection de
courte durée, juste quelques minutes apres leur pulveérisation. lls
restent utiles, avant d'entrer dans une piece, ou avant d'aller dormir
pour tuer tout insecte ayant pu pénétrer.



3. Matériels et méthodes

3.1. Lieu d’étude : Bancoumana

République du Mali Légende
Site d'étude @ Capitales régionales
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Source: Africa Data sampler (ADS), World Resources institutes

Figure 2 : Carte du Mali indiquant le site d’étude (Bancoumana)




3.1.1 Localisation géographique

Le village de Bancoumana est situé a 60 km au Sud-ouest de Bamako a
8°20 longitudes Ouest et a 12°20 latitude Nord. Il couvre une superficie de
2,5 km? en bordure de la plaine de la haute vallée du Niger (Djoliba). Il est
limité au Nord-est par les villages de Kollé et Bally, au Nord par le village
de Sibi, au Nord-ouest par le village de Samako, au Sud-ouest par le village
de Nanguilabougou et au Sud-est par le fleuve Niger.

3.1.2 Historique

Au 16°™ siécle un des chefs guerriers de la contrée de Naréna du nom de
Nankouma Keita revenant d’une expédition qui I’amenait a Kong (Sikasso),
ou il allait faire des razzias, fit connaissance de ce site giboyeux. Il demanda
alors a son jeune frére qui fut son fidéle compagnon de conduire le butin
d’esclaves a Naréna pour le remettre a son grand-frére et en méme temps lui
demander I’autorisation d’un séjour de chasse sur le site. Le grand-frere
ayant recu le message, s’opposa et ordonna a Nankouma de rejoindre
immeédiatement Naréna. Ce dernier refusa en disant en malinké « N’yé ban
kouma ma » qui est devenu par la suite Bancoumana. A I’issue de guerres
fratricides, trois freres Camara s’installerent avec [|’autorisation de
Nankouma qui avait fini par abandonner le site sous la pression de son grand
frere. De cette date a nos jours, environ une vingtaine de chefs de village s’y
sont succedés.

3.1.3 Climat et végétation

Bancoumana est situé dans la zone soudano-guinéenne. Le climat est de type
soudanien, avec des températures tres variables au cours de I’année dont les
plus basses (18°C) sont observées au mois de janvier et les plus élevées au
mois de mai (38°C).

La mousson, vent maritime, et I’harmattan, vent continental, se succédent le
long de I’année.

On y observe une saison pluvieuse (mai a octobre), et une saison seche
divisée en saison seche fraiche (novembre a janvier) et en saison seche
chaude (février a mai).

La végétation est du type de savane herbeuse avec quelques galeries
forestieres le long du fleuve Niger. On y rencontre des grands arbres comme
le karite (Vitellaria paradoxa) le Néré (Parkia biglobosa), le manguier,
I’oranger, et des arbustes recouvrant une strate herbacée.



La faune est constituée surtout par de petits mammiféres notamment les
lievres, les hérissons et quelques phacocheéres. Les reptiles sont représentés
par les margouillats, les scorpions et quelques especes venimeuses.

3.1.4 Relief et hydrographie

Il est marqué par la présence d’une vaste plaine rizicole de plus de 900
hectares qui s’étale entre le village et le fleuve Niger situé a 5 km et a I’Est.
La moyenne pluviométrique annuelle est de 961,9 mm.

3.1.5 Population

Selon le recensement administratif & caractére électoral en 2001(R.A.C.E,
2001), le village de Bancoumana, compte environ 7746 habitants. Le sexe
féminin constitue 52% de la population générale.

Cette population est composée en majorité de Malinkés cultivateurs (85%) ;
de Peuhls éleveurs (10%), de Bambara, de Sarakolé de Somono et de
quelques Bozo pécheurs.

L’islam est la religion dominante a coté du christianisme et des vieilles
coutumes animistes.

3.1.6 Economie

Les ressources naturelles du village sont représentées par les produits de
cueillette (noix de karité, fruits de Néré, et le tamarin), le sable, le gravier,
et des traces de métal jaune (non encore prospectées).

L’ agriculture est basée sur les cultures vivrieres (mil, sorgho, riz, mais et
haricot) ; les cultures maraichéres (tomates, oignons, goyaves, tabac,
arachides et pastéque) ; ainsi que les cultures de plantation (manguier,
bananier, oranger, citronnier, manioc et papayer).

Les populations pratiquent I’élevage de bovins, d’ovins (moutons), de
caprins (chevres), d’équins (anes et chevaux), et de volaille (poules et
pintades).

La péche pratiquée dans le fleuve est appréciée par la présence de poissons
de diverses variétés.

La forge et la poterie sont les principales activités de I’artisanat.

La route Bamako-Kangaba traverse le village. Il est relié a Sibi par une route
secondaire. Un autre troncon lui relie a Karan, Naréna, Kourémalé.
Bancoumana est situé sur un bief navigable du Niger. Le fleuve est
navigable sur Bamako, Samayana, Djoliba, Kirina, Koursalé, Kollé,
Keniéroba, et Kangaba. Ces voies de communication permettent beaucoup
d’échanges commerciaux entre Bancoumana et les villages riverains.



3.1.7 Organisation sociale et administrative

A Bancoumana la chefferie est le monopole de la famille Camara fondatrice
du village. De fagon coutumiere la succession du chef au sein de cette
famille se fait selon le patriarcat. Tigatigui Makan Camara est le dernier chef
de village. Il n’y a pas actuellement de chef de village.

3.1.8 Infrastructures

Le village de Bancoumana posséde deux écoles fondamentales (deux
premiers cycles et un second cycle) et une école franco-arabe primaire.

Il est doté d’un centre de santé communautaire dirigé par un médecin et
comprenant un dispensaire, une maternité, et une pharmacie.

Le village est accessible en toutes saisons grace a une route reliant Bamako a
Kangaba. Cette route est entretenue régulierement aprés chaque saison des
pluies.

3.2 Période et type d’étude
L’étude s’est déroulée pendant une année (de juin 2004 a Mai 2005). C’est
une étude longitudinale avec des passages transversaux mensuels répétés.

3.3 Etude des gites larvaires :

Identification et géo-positionnement des gites larvaires

Au début de cette étude, avec I’aide des guides locaux, nous avons recherché
et géopositionné (avec le Trimble Geo Explorer 3) tous les gites larvaires
situés a I’intérieur et au autour du village y compris ceux au bord du fleuve.
Suivis et prospections des gites larvaires

Un suivi mensuel des gites a été fait de juin 2004 a mai 2005. Cependant, a
chague passage les nouveaux gites repérés étaient aussi géopositionnés et
ajoutés a la base de données. Pour cela, nous bénéficions a chaque fois de
I’aide des habitants.

A chaque gite était attribué un numéro d’identification en fonction de sa
localisation dans le village, du type de gite et de I’ordre de repérage. Ceci
permettait de retrouver toujours les informations les concernant de fagon
rapide.



Collecte des données sur les gites

A chaque passage (tous les mois) on déterminait :

- Le type de gite: description physique du gite qui pouvait étre un trou de
banco, un vieux puits, une flague d’eau, une empreinte de pneu, un cours
d’eau, etc... ;

- La taille du gite (diametre, profondeur) ;

- L’état d’exposition du gite au soleil ;

- L’aspect de I’eau du gite ;

- Présence/absence de larves d’anopheles;

- Présence/absence de végétation ou tous autres objets pouvant servir de
cachette aux larves ;

- Présence/absence de coléoptéres et de notonectidés (prédateurs) ;

Source : GIS/RS MRTC/FMPQS, 2006

Figure 3a : Photo de trou de banco laissé par confection de briques de
construction en saison séche a Bancoumana.



Source : GIS/RS MRTC/FMPOS, 2006

Figure 3b : Photo de gites larvaires du bord du fleuve en saison séche a
Bancoumana.



Collectes de larves d’An gambiae s.1

Aprés avoir constate la présence de larves au cours des différentes
prospections, nous collectons des échantillons de larves d’An gambiae s.| par
la technique de « Louchée » [18].

Les larves étaient triées sur le terrain et classées par stade de développement.
Les larves de grandes tailles sont plus faciles a traiter au PCR (turtiration).
Les larves de stade 3 et 4 étaient directement conservées dans des cryotubes
contenant  I’éthanol 80% et conservées dans le congélateur. Les petites
larves (stade 1 et 2) étaient gardées dans un plateau contenant I’eau du gite
et nourries avec de la poudre de croquettes pour les chats jusqu’au stade 4
avant d’étre aussi prélevées et conservées comme préalablement décrit.
Traitement de larves d’An gambiae s.1

Les larves étaient transportées au laboratoire (MRTC) pour I’identification
des espéces et sous-especes par la techniqgue PCR (Polymerase Chain
Reaction). L’idée de traitement des larves a la PCR a été intégrée dans le
protocole d’étude en décembre 2004 et a donc concerné les larves de
décembre 2004 a mai 2005.

3.4 Capture de moustiques adultes

Technique d’échantillonnage :

Il s’agit de captures de moustiques adultes dans les habitations humaines. Le
Spray catch a été la méthode utilisée pendant cette étude.

Technique : Il s’agit des captures de moustiques par aspersion
intradomiciliére d’insecticides a base de pyréthrinoides entre 15 heures et 18
heures. Les noms du propriétaire de la case et du chef de famille étaient
notes.

Méthode : Nous avons adopté la subdivision du village en quatre entités
géographiques ou blocs qui existaient déja dans les études entomologiques
antérieures. Cette subdivision est plus ou moins arbitraire ou seules les
principales artéres ont été considérées comme limite de bloc. Le nombre de
cases prospectées variaient en fonction de la taille du bloc (N = 180 cases
par passage). Ainsi:

- Le bloc 1 comptait 67 concessions de captures. A 300 m au sud, se
trouve le canal d’irrigation et la plaine inondable qui constituent les
principaux gites larvaires de moustiques [19] ;

- Le bloc 2 comptait 30 concessions de captures et abrite des gites semi
permanents qui sont généralement des trous de banco et des marres ;

- Le bloc 3 comptait 18 concessions de captures ;

- Le bloc 4: Il constitue la zone d’extension du village, avec des
concessions éparpillées. 1l comptait 65 concessions de captures et



abrite aussi des gites semi permanents qui sont des trous de banco
laisses par la confection de briques ;
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Figure 4: Carte de Bancoumana montrant les quatre blocs et les 180 cases
prospectées en spray catch.




Conservation et traitement : Les moustiques capturés étaient conservés dans
du Carnoy (3 volumes d’éthanol pour 1 volume d’acide acétique) et
acheminés au laboratoire pour étre traité par la technique PCR.

Ces collectes ont permis d’estimer par passage la densité des vecteurs
adultes a I’intérieur du village.

3.5 La pluviométrie mensuelle :

Les hauteurs pluviométriques ont été relevées au service meteorologique de
Bancoumana par I’OHVN aprés chaque tombée des pluies. A chaque fin du
mois on procédait a un cumul mensuel et les moyennes par mois étaient
calculées.

3.6 Identification moléculaire de la population vectrice

La caractérisation moléculaire d’An. gambiae s.I. a porté sur I’étude de
I’ADN ribosomal (ADNr) qui constitue un matériel de choix pour la
différenciation des espéces d’anopheles trés proches.

3.6.1 Technique d’extraction de I’ADN (voir annexes)

3.6.2 Principe général de la PCR (Polymerase Chain Reaction)

C’est une technique d’amplification d’une séquence d’ADN flanquée par
deux amorces de sequence connue. Elle est congue sur le principe de la
réplication de I’ADN (dans les cellules vivantes avant la mitose) qui permet
a partir d’un brin d’ADN d’engendrer deux nouveaux brins semblables aux
brins parentaux.

L amplification de I’ADN se déroule en 3 étapes :

- la dénaturation: phase au cours de laquelle les fragments d’ADN
bicaténaires qui s’hybrident sont dénaturés en simples brins par
I’augmentation de la température entre 90 et 97°C. Cette étape dure 15
a 30 secondes en fonction de la taille de la molécule ;

- I’hybridation : pendant cette phase, il y a un appariement des amorces
aux séquences complémentaires de I’ADN simple brin. La température
pendant cette période de 15 a 45 secondes varie de 50 a 72°C ;

- I’élongation : au cours de laquelle I’ADN polymérase allonge les
amorces en ajoutant des nucléotides a partir de I’extrémité 3 OH. La
température pendant cette phase est fixée a 72°C qui est le point
optimal pour I’activité de I’ADN polymeérase. Le temps varie de 30
secondes a une minute.



3.6.3 Identification des espéces An. arabiensis et An. gambiae s.s

A. Parameétres d’amplification de I’ADN (voir annexes)

B. Interprétation
La révélation des amplifiats d’ADN, a été faite par électrophorése sur un gel
d’agarose a 2%. L’interprétation a consisté a identifier les espéces en
fonction des niveaux de migration des bandes : 393bp pour An. gambiae s.s.
et 318bp pour An. arabiensis [ 20]

3.6.4 Identification des formes moléculaires d’An. gambiae s.s.
L’identification des formes moléculaires été faite selon la technique de Favia
[21], & partir de I’ADN obtenu depuis la réaction d’identification des espéces
d’An. gambiae s.l.

A. Parametres d’amplification de I’ADN (voir annexes)

B. Interprétation
Elle est fait en fonction de la bande de contr6le 250bp et du niveau de
migration de la deuxiéme bande : forme M 800bp et forme S 600bp.

3.7 Gestion et analyse des données

Les données étaient collectées sur des fiches de base. Les logiciels
Epi-info 6, Excel et SPSS 11.0 de Windows ont eté utilisés pour la saisie et
I’analyse des données.



4. Résultats

4.1 Etude de la distribution des gites larvaires
4.1.1 Types de gites larvaires

FREQUENCE DES TYPES DE GITES A BANCOUMANA
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Figure 5: Répartition des gites larvaires par type, a Bancoumana entre mai
2004 et juin2005.

Plus de 71,36% (N=653 observations) des gites de Bancoumana ont été des
trous de banco creusés pour la construction et la rénovation en saison séche
des habitations humaines.
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Figure 6: Répartition des types de gites par bloc a Bancoumana

Le bloc 4 a abrité le plus grand nombre (d’observations) de gites (316/ 653),
suivit du blocl (138), du bloc 2 (110) et enfin du bloc 3 (89).

Les trous de banco ont été les plus fréquents dans tous les blocs.

Le bloc 2 a été le seul a abriter des marres.



4.1.2 Repartition des gites larvaires selon la présence d’eau
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Figure 7: Variation mensuelle des gites selon la présence d’eau entre
juin 2004 et mai 2005 a Bancoumana.

L’analyse de ce graphe révele que la fréquence de gites a varié au cours de
I’année. La plus grande a été observée au début de I*étude en juin 2004
(100% avec N=38).

Entre janvier et février 2005, tous les gites avaient taris. Par contre au mois
de Mars nous avons observé de I’eau dans 41,27% (N= 63) des gites
identifiés.



4.1.3 Distribution des gites selon la présence de larves

Tableau 1: La fréquence de larves d’An gambiae s.I en fonction du type de
gites.

Présence de Larves

Type de gite N %

marre 8 5,19

trou banco 101 65,58

flaque 21 13,64

trace pneu 24 15,58

Total 154 100
X?=14,69 P=0,002

Une variation statistiguement significative de la présence de larves par
rapport aux types de gites a été observée (X*= 14.69 et P<0,05).

Les trous de banco ont été les plus fréquents et constituaient 65,58% de
I’ensemble des gites productifs de Bancoumana.



Nombre de gites productifs par passage et par bloc
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Figure 8: Distribution mensuelle par bloc des gites productifs de
Bancoumana de juin 2004 a mai 2005.

Le bloc 4 a abrité le plus grand nombre de gites productifs, avec un pic en
ao(t et en mars. En novembre et décembre, seul le bloc 1 a abrité des gites

productifs.



4.1.4 Productivité des gites selon la présence de végétation

Tableau 2 : Productivité des gites en fonction de la présence de végétation.

Présence de larves

Végétation N %
Absence 67 46.53
Présence 77 53.47
Total 144 100
X?=1,39 P=0,24

Les gites avec vegeétation ont été légérement plus productifs en larves
d’An gambiae s.l avec 53.47% de production.



4.1.5 Productivité des gites selon la présence de prédateurs

Tableau 3 : Productivité des gites larvaires de Bancoumana en fonction de
la présence des predateurs.

Présence de larves

Prédateurs N %
Absence 81 52,94
Présence 72 47,06
Total 153 100
X?=1,06 P=0,30

Les gites sans prédateurs ont été légerement plus productifs en larves d’An
gambiae s.l avec 52,94% de production.



4.1.6 Productivité des gites selon leur taille

Tableau 4 : La fréquence de larves d’An gambiae s.I en fonction de la
profondeur des gites de juin 2004 a mai 2005 a Bancoumana.

Présence de larves

Profondeurs N %
<25cm 113 75,33
25-50cm 29 19,33
>50 8 5,33
Total 150 100
X?=185,22 P < 0,001

L analyse de ce tableau révele qu’il y a eu une différence statistiguement
significative quant a la presence de larve par rapport aux variations de la
profondeur des gites (X*= 185,22 et P < 0,001).

Les gites de petite profondeur (moins de 25cm), ont été plus productifs de
larves d’An. gambiae s.I (75,33%).



Tableau 5: La variation de la présence de larves d’An gambiae s.l en
fonction du diamétre des gites.

Présence de larves

Diameétre des gites N %
<lm 10 6,67
1-5m 70 46.67
6-10m 30 20.00
>10m 40 26.67
Total 150 100

X* =66,67 P < 0,001

L analyse de ce tableau révéle qu’il y a eu une différence statistiguement
significative entre la présence de larve et les variations du diametre des gites
(X*=66,67 et P < 0,001).

Les gites de diametres compris entre 1 et 5 m ont abrité plus de gites
productifs (46,46%).



4.1.7 Productivité des gites selon I’aspect de I’eau

Tableau 6 : La fréguence de larves d’An gambiae s.I en fonction de I’aspect
de I’eau des gites.

aspect de I’eau

clair trouble
Larves N % N %
Absence 18 28,1 95 46,8
Présence 46 71,9 108 53,2
Total 64 100 203 100
X?=6,95 P=0,061

Il'y a eu une différence statistiguement non significative entre la présence de
larves d’An gambiae s.| et I’aspect de I’eau des gites (X?=6,95 et P>0,05)

Un plus grand nombre de gites ont contenu I’eau trouble (108). Par contre
les gites aux eaux claires ont été plus productifs en larves d’An gambiae s.|

(71,9%).



4.2 Etude des densités d’An. gambiae s..
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Figure 9: Variation mensuelle de la densité de la population adulte d’An
gambiae s.I et de la pluviométrie (en mm) a Bancoumana de juin 2004 a mai
2005.

Une variation significative des densités et de la pluviométrie a été observée
avec deux pics (en aodt et en mars). Les densités et les pluviométries ont été
tres faibles de décembre a février.



Variations des densites des adultes en fonction des gites productifs
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Figure 10: Variations mensuelles des densités de la population adulte d’An.
gambiae s.l et du nombre de gites productifs a Bancoumana.

L’analyse de ce graphe révele une variation mensuelle et un synchronisme
entre le nombre de gites productifs et la densité des moustiques adultes.



Tableau 8 : Variation par bloc et par mois du nombre de moustiques
capturés de juin 2004 a mai 2005 a Bancoumana.

BLOC
mois de 2 TOTAL
collecte N STD N STD N STD N  STD
JUIN 85 +303 25 +15 15 +19 62 +21 187
JUL 166 +4.4 41 +3,3 30  £30 80 +24 317
AOUT 503 +156 167  +88 52 +42 439 131 1161
SEPT 98 +27 114 +113 29  +27 146 +35 387
ocT 52 +15 8 +06 11 10 27 07 98
NOV 15 +0,5 15 +0,9 1 +02 8  +04 39
DEC 11 +0,5 1 +0,2 1 +02 1  #01 14
JAN 3 +0,2 0 +0,0 0 +00 0  £00 3
FEB 3 +0,2 1 +0,2 0 +00 0  £00 4
MARS 32 +0,9 3 +0,3 2 +05 14  +06 51
AVRIL 31 +0,9 6 +0,6 8 +09 5  +03 50
MAI 39 +1,0 4 +0,4 4 +04 8  £05 55
TOTAL 999  +2576 381 +2810 149 +150 782 +238 2311
Moyennes 83.3 +2,1 31,8 2,3 12,4 +12 652 +£20 192,6

L analyse de ce tableau révele une variation non seulement mensuelle, mais
aussi inter bloc du nombre de moustiques adultes capturés. Ainsi, il était tres
élevé en aolt (N=1161) et faible en janvier (N=3) et février (N=4). Tous les
moustiques adultes de janvier et février étaient du bloc 1 et 2 dont 6/7 du

bloc 1.



4.3 Structure moléculaire

Tableau 9: La variation mensuelle des taux d’An. arabiensis et des formes
moléculaires d’An. gambiae s.s chez les moustiques adultes a Bancoumana.

Forme "M" Forme "S" An. Arabiensis
Mois N % N % N %
DEC 04 3 100 0 0 0 0
JAN 05 1 100 0 0 0 0
FEB 05 2 100 0 0 0 0
MARS 05 15 68,18 2 9,09 5 22,73
AVRIL 05 40 81,63 3 6,12 6 12,24
MAI 04 33 78,57 2 4,08 7 14,29
Total 94 79 7 5,88 18 15,12

La forme moléculaire "M" d’An. gambiae s.s a été dominante (79%) de
décembre 2004 a mai 2005. Il a été suivit par An. arabiensis (15,12%) et de
la forme moléculaire "S" regroupant les formes chromosomiques Bamako et
Savane (5,88%).

Entre décembre et février, seule la forme moléculaire "M" d’An. gambiae s.s
a été retrouvee.
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Figure 11 et 12: Fréquences relatives d’An. gambiae s.s et An. arabiensis
des formes imaginales et pré-imaginales a Bancoumana entre décembre
2004 et mai 2005.

Ces graphes montrent une superposition des fréquences relatives d’An.
gambiae s.s et d’An. arabiensis des formes imaginales et pré-imaginales. An.
gambiae s.s a été dans les deux cas I’espece dominante.



Tableau 10: Variations mensuelles des fréquences relatives d’An. gambiae
s.s et An. arabiensis des formes imaginales et pré-imaginales a Bancoumana
de décembre 2004 a mai 2005.

Formes imaginales Formes pre-imaginales
An. gambiae An. An. gambiae An.

S.S arabiensis S.S arabiensis

Mois N % N % N % N %
DEC 04 3 100 0 0 27 84,4 5 15,6
JAN 05 1 100 0 0 34 82,9 7 17,1
FEB 05 2 100 0 0 40 100 0 0,0
MARS 05 17 773 5 227 95 826 20 17,4
AVRIL 05 43 878 6 122 96 93,5 2 6,5
MAI 05 3% 786 7 214 30 96,8 1 3,2
Total 101 881 18 119 322 90,2 35 9,8

De décembre a mai, les formes imaginales et pré-imaginales d’An. gambiae
s.s ont été dominantes avec des proportions respectives de 88,1% et 90,20%.
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Figure 13 et 14: fréquence relative des formes moléculaires d’An. gambiae
s.s des formes pré-imaginales et imaginales a Bancoumana de décembre
2004 a mai 2005.

Ces graphes montrent une fréquence relative de la forme moléculaire "S"
d’An. gambiae s.s des formes pré-imaginales, un peu plus élevée que celle
des formes imaginales. La forme moléculaire "M" a été dans les deux cas,
dominante.



Tableau 11: Variations mensuelles des fréquences relatives des formes
moléculaires d’An. gambiae s.s des formes imaginales et pré-imaginales a
Bancoumana de décembre 2004 & mai 2005.

Formes imaginales Formes pré-imaginales

Forme "M" Forme "'S" Forme "M" Forme "'S"

Mois N % N % N % N %
DEC 04 3 100 0 0 12 44,4 15 55,6
JAN 05 1 100 0 0 15 44,1 19 55,9
FEB 05 2 100 0 0 39 97,5 1 2,5
MARS 05 15 68,2 2 91 61 87,1 9 12,9
AVRIL05 40 81,6 3 6,1 58 93,5 4 6,5
MAI 05 33 78,6 2 4,1 30 78,6 0 21,4
Total 94 93,1 7 6,9 215 81,7 48 18,3

Le taux de prévalence des formes moléculaires "M" et "S" d’An. gambiae s.s.
a varie significativement aussi bien pour les formes pré-imaginales
(X?=130,80 et P<0,001) que pour les formes imaginales (X*=3174,39 et
P<0,001).

Entre décembre 2004 et janvier, la forme moléculaire "M" d’An. gambiae s.s
a éte dominante pour les formes imaginales alors qu’elle ne I’a pas été pour
les formes pre-imaginales.



5. Commentaires et discussion

5.1 Etude des gites

Au cours de notre période d’étude a Bancoumana, nous avons observé une
variation temporelle et spatiale de la fréquence des gites larvaires. La
fréquence la plus élevée a été observée en juin au debut de I’étude et les
plus faibles en janvier et février. Ces fréquences étaient synchrones a la
pluviométrie.

Parmi les gites recensés a Bancoumana, 71,36% (N=653) ont été des trous
de banco creusés pour la construction et la rénovation en saison séche des
habitations humaines.

Le bloc 4 est celui qui a abrité plus de gites pendant la durée de I’étude avec
48,4% (N=653) des gites recensés. La présence de gites en fin de saison
seche s’explique par la tombée exceptionnelle de 58mm de pluie en mars
2005.

Les trous de banco ont été également les plus productifs en larves d’An
gambiae s.l. (65,58%) de I’ensemble des gites productifs (N= 154).

Ces résultats sont concordants avec ceux de John C Carlson et coll. en 2004
[22] qui avait trouvé au cours d’une étude qui s’est déroulée a I’Ouest du
Kenya 37,73% de trous de banco laissés par la confection de briques,
constituant 56,3% de tous les gites productifs. Cette étude du Kenya s’est
déroulée seulement en saison séche et a concerné 53 observations de gites
alors que, la notre a couvert une année, avec 653 observations de gites.

Une variation temporelle et spatiale du nombre de gites productifs a été aussi
observee. Ainsi le bloc 4 a abrité durant toute la saison pluvieuse (de juin a
octobre), le plus grand nombre de gites productifs de larves (62/129). Ceci
s’expliquerait par le fait que le bloc 4 constitue la zone d’extension du
village et a abrité plus de trous de banco qui sont des gites temporaires.

Entre novembre et décembre, seul le bloc 1 situé le long du canal
d’irrigation et de la plaine inondable a abrité des gites productifs.

Il N’y a pas eu de gites en janvier et février a I’intérieur du village et aux
alentours proches. Seuls les gites du bord du fleuve situé a 5km ont ete
productifs en larves en cette période.

Ces résultats sont conforment a ceux de Fofana, qui stipulait qu’a
Bancoumana lorsque le régime des pluies baisse, les gites secondaires
(temporaires) se desséchent et la production larvaire n’est plus assurée que
par les semi permanents situés en dehors du village [23].



Ces résultats concordent avec les propos de D. Fontenille disant que « par la
modification de son environnement et de son mode de vie, I’homme a lui
méme créé, des gites favorables a An. gambiae s.I et les conditions de son
expansion » [24].

Les gites avec végétation ont été légerement plus productifs en larves
d’An gambiae s.l avec 53.47% de production. Les gites avec prédateurs ont
été Iégerement moins productifs en larves avec 47,06% de production.

Ces resultats sont différents de ceux de John C Carlson et coll. en 2004 a
I’ouest du Kenya [22] qui avait trouvé que, I’abondance de la végétation
était synchrone a I’abondance des prédateurs et négativement associée a la
présence de larves.

Nous n’avons pas fait de corrélation entre la présence de larves et
I’exposition a la lumiére, du fait que, tous les gites qui ont été recensés au
cours de notre période d’étude étaient exposes a la lumiére. Ceci pourrait
expliquer la trés forte prédominance d’An. gambiae s.I. sur An. funestus a
Bancoumana [13], qui préfere des gites ombragés [5].

Les gites de petite profondeur (moins de 25cm), ont été plus productifs de
larves d’An. gambiae s.I (75,33%).

Les gites de diamétres compris entre 1 et 5 m ont abrité plus de gites
productifs (46,67%).

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Yeya T. Touré en 1979 a
Banambani [5].

L’eau claire a été plus productive de larves (avec 71,9% de production).

Ceci corrobore avec les résultats de Mahamoudou B. Touré et coll. [25] et
Y. Touré et coll. [5], qui stipulaient que I’eau claire était plus favorable au
développement des larves. Notons tout de méme que I’eau trouble a abrité
un plus grand nombre de gites productifs (108/154), confirmant encore la
capacité d’An. gambiae s.l a s’adapter a différentes conditions.

5.2 Etude des densités d’An. gambiae s.1I.

La densité moyenne au cours de notre étude a été de 1,10
moustiques/case/nuit. Le pic a été observé en aolt (6,45). Cette densité
moyenne a été tres faible en saison séche fraiche notamment en janvier et
février (0,02). Elle a augmenté au mois de mars (0,28). Cette augmentation
de la densité en fin de saison séche est attribuée aux 58mm de pluie
exceptionnellement tombés en début du mois de mars 2005. Ces densités ont
été synchrones avec la fréquence des gites larvaires productifs. Une
réduction de ces gites larvaires pourrait avoir un effet sur les densités
anophéliennes.



Nous avons observé également une variation non seulement mensuelle mais
aussi entre les blocs du nombre de moustiques adultes capturés. Ainsi, ce
nombre a été tres élevé en aolt (N=1161) et faible en janvier (N=3) et
février (N=4). Tous les moustiques adultes de janvier et février ont été du
bloc 1 et 2 dont 6/7 moustiques du bloc 1. Ceci pourrait s’expliquer par la
proximité du bloc 1 au canal d’irrigation et au fleuve qui ont abrité les
derniers gites apres la saison des pluies; Et aussi par le fait
qu’An. gambiae s.l. occupe treés souvent, les premiéres concessions qu’ils
rencontrent aprés son émergence des gites.

Ces résultats rejoignent ceux de Bagayogo en 2000, qui affirma qu’ «a
Bancoumana, la transmission est faible en saison seche et limitee aux
concessions situées pres du canal d’irrigation » [19]; et ceux de Ribeiro et
coll. en 1996 qui avaient prouvé que, la distribution des densités d’An.
gambiae s.| variait dans le temps et dans I’espace a I’échelle d’un village
éthiopien [26].

5.3 Caracteérisation moléculaire d’An. gambiae s.

La forme moléculaire "M" d’An. gambiae s.s a été dominante (79% avec
N=124) de décembre 2004 a mai 2005. Il a eté suivit par An. arabiensis
(15,12%) et de la forme moléculaire "S" regroupant les formes
chromosomiques Bamako et Savane (5,88%).

La variation de la fréquence relative des différents taxa du complexe An.
gambiae des formes imaginales étaient comparables a celle des formes pré
imaginales de février & mai 2005. Entre décembre et janvier la forme
moléculaire "S" a prédominé par rapport aux autres taxa du complexe pour
les formes pré-imaginales. La non superposition entre les fréquences
relatives des formes imaginales et pré-imaginales a été aussi observée par
Minakawa et coll. en 1999 a I’Ouest du Kenya (Suba) [27]. Cet état de fait
pourrait s’expliquer par la différence d’anthropophilie et d’endophasie entre
les différents taxas du complexe An. gambiae s.l. [28].

La caractérisation moléculaire a une importance dans le choix des
insecticides qu’il faudra utiliser pour une éventuelle lutte anti-vectorielle
dans la localite.



6. Conclusion et recommandations

A la lumiére de nos résultats, nous pouvons affirmer que la forme
moléculaire Mopti d’An. gambiae s.l. a été la plus dominante de décembre
2004 a mai 2005, suivit par An. arabiensis. Leurs fréquences ont subit des
variations mensuelles significatives au cours de la méme période.

Les densités anophéliennes ont varié également de facon significative avec
des densités tres faibles en janvier et février 2005. Ces densités sont
tributaires du nombre de gites productifs, lui aussi dépendant de la
pluviométrie.

Parmi les gites productifs, les trous de banco laissés par la confection de
briques de construction, ont été les plus nombreux. Les gites larvaires du
canal d’irrigation et de la plaine inondable ont persisté jusqu’en décembre
2004. Seuls les gites du bord du fleuve ont persisté jusqu’a la tombée des
premiéres pluies en mars 2005.

Les gites a eau claire, de petites profondeurs, de diametres compris entre 1 et
5 m, avec végétation et sans prédateurs ont été préférentiels pour
An. gambiae s.l. a Bancoumana.

Les gites du bord du fleuve ont assuré la permanence de production de
moustiques pendant la saison seche et serait impliquer dans les mecanismes
de survie d’An. gambiae s.1.

De ces résultats, nous recommandons :
» Aux populations
De choisir un seul point de fabrique de briques de banco qui ferait I’objet
de traitement périodique par larvicides ; et combler les autres petits gites
(traces de pneus, flaques d’eau et autres trous de banco).
» Aux autorites
De sensibiliser la population par rapport au réle que joue les gites
artificiels dans la transmission du paludisme ;
De traiter pendant la saison seche, les gites semi permanents et
permanents, notamment ceux du canal d’irrigation, de la plaine
inondable, et du bord du fleuve par les larvicides a faible toxicité pour les
mammiferes.
» Aux chercheurs
De mener des études de marquage par des substances fluorescentes
pouvant confirmer ou infirmer que les rares moustiques capturés au
moment ou tous les gites de I’intérieur et des alentours du village
tarissent, proviennent effectivement du bord du fleuve.
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8. Annexes
8.1 Technique d’extraction de I’ADN

Elle a eté faite sur les broyats de téte-thorax provenant de I’ELISA et aussi
sur les larves collectées au niveau des gites. Elle a consisté a :

- écraser a I’aide de pilons stériles les larves contenues individuellement
dans un tube eppendorf de 1,5ml contenant 50ul de grinding buffer. Les
Téte-thorax étaient déja broyées a I’ELISA ;

- incuber au bain-marie a 65°C pendant 30mn ;

- 7ul d’acétate de potassium a 8 Moles (PH = 7,4) ont été ajoutés a
chaud, puis tapoter pour bien mélanger ;

- refroidir sur la glace (ou dans le réfrigérateur a 4°C) pendant 30 mn ;

- centrifuger a 14000 tours/mn pendant 15 mn et transférer le surnageant
dans des tubes eppendorf contenant 100ul d’éthanol 100% ;

- laisser 5 a 10 mn a la température ambiante du laboratoire ;

- centrifuger a 14000 tours/mn en 15 mn et verser le surnageant sur
papier buvard ;

- ajouter 100 ul d’éthanol a 70 % au frais ;

- tapoter pour re-suspendre le culot d’ADN ;

- centrifuger encore a 14000 tours/mn pendant 5 mn ;

- verser I’alcool et laisser sécher les tubes.

L’ADN extrait, peut étre dissout soit dans 100 pl d’EDTA, soit dans 100 pl
d’eau distillée stérile. L’ADN ainsi suspendu, peut étre conservé dans un
congélateur a - 70°C pendant une durée de 6 mois ou plus, a -20°C pour
quelques semaines ou a

4°C pour une utilisation a court terme.

8.2 Parameétres d’amplification de I’ADN

8.2.1 Pour I’identification des especes An. arabiensis et An. gambiae
L’amplification de nos échantillons a été faite par la PCR selon la technique
de Scott et al. (1993) avec une révision des volumes du protocole standard.
Les volumes retenus sont : 11ul de milieu reactionnel et 1l d’ADN soit un
volume total de 12ul (tableau 1).



Tableau 1. Concentrations des réactifs nécessaires a I’identification des
espéces An. arabiensis et An. gambiae s.S.

Reéactifs Concentrations

initiales Concentrations finales
PCR buffer (tampon) 10 x 1X
DNTP 10 mM 0,2 mM
MgCL2 50 mM 1,5mM
Amorce GA 20 ng/ul 0,4 ng/ul
Amorce AR 20 ng/ul 0,4 ng/ul
Amorce UN 20 ng/ul 0,4 ng/ul
Taq Polymerase 5 U/ul 1U/ul

Cycle d’amplification

- Dénaturation : 94°C pendant 30 secondes ;

- Appariement : 50°C pendant 30 secondes ;

- Extension : 72°C pendant 30 secondes ;

- Ce cycle est repété 30 fois.
Séquence nucléotidique des différentes amorces pour I’identification des
especes
AG (gambiae) 5 CTGGTTTGGTCGGCACGTTT 3’
AR (arabiensis) 5 AAGTGTCCTTCTCCATCCTA 3
UN (universel) 5° GTGTGCCCCTTCCTCGATGT 3’
8.2.2 Pour I’identification des formes moléculaires d’An. gambiae s.s
Nous avons amplifié nos échantillons par la PCR en prenant 24pl du milieu
réactionnel et 1l d’ADN soit un volume total de 25l (voir tableau 2).



Tableau 2. Concentrations des différents réactifs nécessaires
I’identification des formes moléculaires d’An. gambiae s.s.

a

Réactifs Concentrations Concentrations
initiales finales

PCR Buffer 10 x 1x

DNTP 10 x 2X

Mgcl2 10 mM 1,5 mM

For 100 puM/ul 2 uM2

Rev 100 pM/pul 2 uM2

Amorce Mopti 100 pM/ul 1,6 uM

Amorce B/S 100 pM/ul 1uM/pul

Taq polymerase 5 U/ul 0.05 U/ul

Cycle d’amplification :

- 94°C pendant 10 mn

- dénaturation : 94°C pendant 30 s
- appariement 65°C pendant 30 s
- extension : 72°C pendant 30 s

- 72°C pendant 7 mn
Conservation a 4°C

Séquences nucléotidiques des amorces utilisées

24 cycles a partir de I’étape 2

Amorce For (allée): 5’-GCCAATCCGAGCTGATAGCGC-3’
Amorce Rev (retour): 5’- CGAATTCTAGGGAGCTCCAG-3’

Amorce Mopti : 5’-GCCCCTTCCTCGATGGCAT-3’
Amorce B/S : 5’-ACCAAGATGGTTCGTTGC-3’
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