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INTRODUCTION

Le paludisme demeure un probléme de santé publique dans les régions tropicales. En 2018, il
a été enregistré 228 millions de cas de paludisme et 405 000 décés dans le monde. C’est
toujours 1’ Afrique subsaharienne qui supporte la charge mondiale du paludisme avec 93% de
cas enregistrés dans la Région Afrique de I’OMS [1].

L'agent pathogene est transmis a I'nomme lors de la pigdre d'un moustique femelle du genre
Anophéles infecté [2].

La lutte anti-vectorielle est une composante essentielle des stratégies visant a prévenir,
combattre et éliminer le paludisme car elle peut s’avérer extrémement efficace pour conférer
une protection aux personnes et/-ou réduire la transmission de la maladie. Ainsi 1’usage des
moustiquaires imprégnées d'insecticide ou pulvérisation d’insecticide a effet rémanent a
I’intérieur des habitations (PID) est une recommandation de ’OMS pour I’ensemble des
populations exposées au risque de paludisme dans la plupart des contextes épidémiologiques
et écologiques [3].

Les moustiquaires imprégnées d’insecticides sont des moustiquaires dont la toile a été
imprégnée par un insecticide. Elles ont un effet répulsif, incapacitant et ou létal sur les
moustiques qui viennent au contact du produit sur la toile. 1l en existe deux catégories :

» La moustiquaire imprégnée d’insecticide (MII) classique qui est obtenue en plongeant
le textile dans une solution d’un insecticide recommandé par I’OMS. Pour s’assurer de
la persistance de I’effet insecticide, la moustiquaire doit étre retraitée tous les trois
lavages ou au moins une fois par an.

» La moustiquaire a impregnation durable (MID) est un produit traité en usine constitue
d’un matériau dans lequel I’insecticide a été intégré a I’intérieur des fibres ou fixé
autour d’elles [2].

La moustiquaire doit conserver son efficacité contre les vecteurs pendant au moins trois ans
sur le terrain, dans les conditions d’utilisation recommandées, ce qui supprime le besoin des
retraitements réguliers. Pour cette raison, ’OMS insiste sur 'utilisation des moustiquaires a
imprégnation durable a la place des MII classiques [2].

L'efficacité des matériaux traités a l'insecticide est réduite au fil du temps en raison de la perte
d'insecticide. Dans la plupart des cas, la durée de vie utile recommandée de pulvérisation
intra-domiciliaire (PID) et de MII est estimée sur la base de tests de laboratoire [4 ; 5].

A cela il faut ajouter la mauvaise qualité des pesticides utilisés, le sous dosage ou encore le

surdosage lors de I’imprégnation mais également les moustiquaires imprégnées d’insecticide
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contrefaites peuvent causer des effets nocifs sur la santé de leurs utilisateurs et perturbe ainsi
la prévention au paludisme.

Face a cette situation, la nécessité du contréle de qualité de ces moustiquaires devient une
priorité afin d’assurer des intrants de qualité a la population.

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) est une technique courante pour
identifier et doser des substances dont les pesticides (Organophosphorés, Pyréthrinoides,
Carbamates, ...). Cette technique a non seulement été utilisée pour séparer une variété de
pyréthrinoides de différentes structures [6], mais aussi pour séparer les énantiomeres de
plusieurs pyréthrinoides [7-8].

Une évaluation réguliéere des concentrations d'insecticide permettrait une utilisation
rationnelle des insecticides évitant une exposition humaine dangereuse et garantissant des
mesures de lutte anti-vectorielle sdres et efficaces [9-10].

A cela il faut souligner qu‘une moustiquaire non conforme ne protege pas contre les piqures
de moustiques par conséquent ne prévient pas la transmission du paludisme.

C'est pour ces raisons que la présente étude a été entreprise en vue de contréler la qualité des
MII distribuées et commercialisées dans le district de Bamako, Mali afin d’assurer la

disponibilité des moustiquaires de qualité au Mali.
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I. OBJECTIFS
1. Objectif général
Contribuer au controle de qualit¢ des moustiquaires imprégnées d’insecticide par
Chromatographie Liquide Haute Performance au Laboratoire National de la Santé de
Bamako, Mali.
2. Objectifs spécifiques
> Identifier par HPLC la Deltaméthrine utilisée pour imprégner les moustiquaires dans
le commerce ou distribuées a Bamako ;
» Identifier par HPLC I’ Alpha-cyperméthrine utilisée pour imprégner les moustiquaires
dans le commerce ou distribuées a Bamako a partir ;
> Doser par HPLC la teneur en Deltaméthrine dans les moustiquaires imprégnées
d’insecticides ;
> Doser par HPLC la teneur en Alpha-cyperméthrine dans les moustiquaires imprégnées
d’insecticides ;
> Déterminer la concentration des matiéres actives présentes dans les moustiquaires

conformément aux informations fournies par le fabriquant.
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Il GENERALITES

1. MOUSTIQUAIRES

1.1 HISTOIRE D’UTISATION DES MOUSTIQUAIRES

L’usage des moustiquaires de lit remonte a des temps trés anciens. Il en est fait mention dans
la Bible et dans certains écrits de 1’époque romaine. Lors de ses voyages, Marco Polo rapporte
I’utilisation des moustiquaires par les riches familles de I’Inde. Au XIXe siecle, époque des
grandes expéditions, les explorateurs qui découvraient les voies de I’Afrique firent de la
moustiquaire leur arme de prédilection contre les insectes piqueurs. Si les moustiquaires sont
utilisées depuis des temps immémoriaux, ce n’est que depuis un quart de si¢cle seulement que
cette mesure de protection est reconnue comme un véritable moyen de lutte contre les
moustiques [11].

C’est durant la seconde guerre mondiale (1939-1945) que les services de santé des armées ont
commencé a traiter les vétements et les moustiquaires des soldats pour les protéger des
maladies a transmission vectorielle. Beaucoup plus tard, en 1975, quatre insecticides (le
fénitrothion, le chlorpyriphos-méthyl, le chlorphoxim et le pirimiphosméthyl) appartenant a la
famille des organophosphorés ont été étudiés en imprégnation de moustiquaires [12]. Le
chlorphoxim utilisé a la dose de 0,2 g/m? a donné des résultats encourageants avec une
mortalité des anopheles de 88 % pendant 3 mois. Les trois autres insecticides ont montré une

efficacité plutot médiocre, avec des temps d’activité ne dépassant pas deux mois.

Les moustiquaires traitées n’ont pris un réel essor qu’au début des années 1980, lorsque leur
imprégnation fut réalisee avec des insecticides de la famille des pyréthrinoides. Les
rémanences de la deltamethrine et de la perméthrine ont été suivies sur différents tissus
entrant dans la confection des moustiquaires [13]. Aux doses de 8mg/m? de deltamethrine et
de 80mg/m? de perméthrine, 1’efficacité des deux composés s’est révélée satisfaisante pendant

six mois, avec des mortalités des lots d’A. aegypti de ’ordre de 90 % a 100 %.

1.2. Mode d’action des moustiquaires imprégnées
Une moustiquaire imprégnée avec un insecticide rémanent protége 1’utilisateur d’une barriéere
chimique qui renforce la barriere physique, bien souvent altérée par des trous et des
déchirures en produisant plusieurs effets simultanés

e un effet « dissuasif » empéchant I'entrée des anophéles dans les maisons

e un effet « excito-répulsif » repoussant les moustiques a I'extérieur des maisons

peu apres leur entrée [14]
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- un effet knockdown (kd ou foudroiement des moustiques) ou létal (mort peu apres leur
contact avec le support traité) [15].

Cette stratégie de lutte constitue un des importants moyens de I'OMS contre le paludisme avec
la distribution massive de moustiquaires imprégnées d’insecticides a longue durée d’action
(MILDA) dans le monde et particulierement en Afrique.

L’efficacité de la moustiquaire imprégnée se limite a une protection individuelle lorsque son
effet se fait sentir au niveau de la personne ou de la cellule familiale. Lorsque les
moustiquaires traitées sont distribuées dans un ou plusieurs villages avec un taux de
couverture supérieur a 80 %, les effets de I’insecticide agissent a I’intérieur de toutes les
habitations. La limitation du contact homme/vecteur, bien souvent renforcée par la mortalité
rapide des anopheles, réduit le taux de survie des vecteurs, ce qui se traduit par une protection
communautaire exprimée par une diminution parfois trés nette de la transmission du
paludisme. Non seulement une moustiquaire imprégnée protege des pigdres de moustiques
mais, en plus, elle tue le moustique agressif. Ces effets sont particulierement intéressants pour
les femmes enceintes et les enfants de moins de cing ans, principales victimes du paludisme
dans le monde [11].

2. Les insecticides pyréthrinoides

2.1. Historique de leur utilisation

Les pyréthrines sont des composés issus de fleurs de Chrysanthémes Chrysantemum
cinerariaefolium. Ils furent utilisés dans 1’antiquité comme pesticide puis redécouvertes au
début du 20e siecle [16]. Le probléme qui restreignait leur popularité reposait sur le fait qu’ils
¢taient dégradés rapidement suite a I’exposition solaire. Leur activité diminuait donc en
conséquence. Durant la Deuxiéme Guerre mondiale, les recherches sur les structures de ces
molécules ont permis de synthétiser des composés analogues. Les pyréthrinoides furent parmi
les premieres molécules synthétiques analogues aux pyréthrines naturelles, mais dont la
structure chimique a été modifiée afin d’augmenter leur activité [16]. En 1972, trois composés
furent produits, plus résistants a la dégradation solaire (avec une durée de vie sur le sol avant
sa dégradation passant de quelques heures a quelques jours afin de prolonger son activite
insecticide). Ces nouveaux produits prometteurs étaient la perméthrine, la cyperméthrine et la
deltamethrine. Elles révolutionnérent le domaine des pesticides de par leur efficacité, leur
faible toxicité chez I’humain comparativement aux insecticides organophosphorés, ainsi que

leur vitesse d’action insecticide de quelques minutes [16].
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2.2 Mécanisme d’action des pyréthrinoides

Dotés d'une toxicité considérable et agissant par contact, ils tuent presque instantanément les
insectes par effet de choc neurotoxique (effet Knock down ou Kd), d'ou leur utilisation a des
doses trés réduites. 1ls agissent sur le systéme nerveux central et périphérique en modifiant les
caractéristiques électro-physiologiques des protéines des canaux sodium voltage dépendant
(CnaVvdp). Ces canaux une fois actives (c'est-a-dire en position ouverte), entrainent un flux
d'ions sodium du milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire générant un potentiel
d'action [17]. Réputés peu toxiques pour les mammiferes, trés biodégradables et donc peu
persistants, ils sont cependant trés toxiques pour certains organismes aquatiques (poissons)
ainsi que pour les auxiliaires de I'agriculture dont les abeilles. Les pyréthrinoides ont un large
spectre d'action. lls ont été longtemps utilisés comme ingrédients dans la constitution des
aerosols a usage domestiques contre les insectes.

2.3 Caractéristiques structurelles et physico-chimiques

Les pyréthrinoides sont des composes synthétiques organiques ayant un degré élevé de
solubilité dans les lipides (lipophilie). Ces molécules sont classées comme étant de type | ou
de type Il, selon le substituant de la moitié alcool ou acide de la molécule similaire a la
pyréthrine. La liaison insaturée sur la partie alcool a été remplacée par un cycle aromatique et
des groupements halogénés sur la partie acide ont été introduits a la place des groupements
méthyles. Ces modifications ont permis d’augmenter la stabilit¢ du composé dans
I’environnement (perméthrine, bifenthrine) [18]. Cette substitution va également influencer
I’effet toxique. Le groupe I est défini de maniére assez large et comprend I’alléthrine, la
perméthrine et la resméthrine [19; 20], contenant un groupement qui peut étre soit un
phénoxybenzyl, soit un alcool halogéné. Les pyréthrinoides de type Il sont plus étroitement
définis en fonction de leur structure chimique et contiennent en particulier un groupement
alcool a-cyano 3 phénoxybenzyl. Aussi, certains pyréthrinoides de type Il possédent une
modification de la portion acide de la molécule afin d'inclure un cycle phényle [21]. La
bifenthrine, la cyfluthrine, la cyhalothrine, la cyperméthrine, la deltamethrine, Ila
fenpropathrine, le fenvalerate et la téfruthrine ont été classés sous le groupe des
pyréthrinoides de type 11 [19 ; 20].

Les pyréthrinoides sont des molécules qui se retrouvent, a température ambiante et sous forme
pure, souvent en substances cireuses, mais pouvant étre aussi sous diverses formes allant du
liquide au solide. Les valeurs de solubilit¢é dans 1’eau sont trés faibles rendant plusieurs

pyréthrinoides insolubles dans un milieu aqueux. Les pressions de vapeurs, indicateur de leur
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volatilité, sont également tres faibles. La solubilité dans un solvant organique est toutefois

excellente.
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Figure 1: structures chimiques de deltaméthrine et alpha-cyperméthrine.

2.4 Sources d’exposition aux pyréthrinoides

La population est exposée quotidiennement aux pyréthrinoides par différentes voies
d’exposition [23 ; 24].

La voie orale demeure la principale source d’exposition, par I’alimentation principalement,
lors de I’ingestion de produits traités directement (fruits, 1égumes) ou avant transformation
(viande) [25]. Certains résidus de pyréthrinoides ont été en effet détectés dans les aliments tels
que les fruits et les céréales [26; 27; 28; 29; 30; 31]. Lors d’une étude menée dans 1’Union
Européenne, les résidus en cyperméthrine ont été mesurés au-dessus de la limite maximum de
résidus (LMR) autorisée dans les aliments. La cyperméthrine était le pyréthrinoide le plus
souvent detecté (salades, fraises, péches). La perméthrine, second pyréthrinoide recherché
dans cette étude, n’a été retrouvée que dans la viande porcine, et uniquement a 1’état de traces
[27].

L’inhalation est une autre voie d’exposition. Les pyréthrinoides peuvent €tre présents sous
forme de fines gouttelettes dans D’air intérieur des logements (sols, canapés) suite a
I’utilisation d’aérosols de fumigénes ou de moustiquaires imprégnées de pyréthrinoides [22 ;
32 ;33]. Ils sont aussi retrouvés dans I’air extérieur suite au traitement des cultures
domestiques [34] ou a 1’épandage des cultures agricoles [35]. Cependant, cette voie demeure
minoritaire compte tenu de la faible volatilite des pyréthrinoides. En effet, la tension de
vapeur, a 2 uPa a 20°C pour la perméthrine par exemple, se situe trés en dessous de la limite
qualifiant un composé de peu volatile (< 5 Pa).

Enfin, la population peut étre exposée par la voie cutanée. L’exposition peut se produire par
simple contact avec une surface traitée ou lors de I’application de crémes, shampoings ou

sprays dans le cas d’un traitement curatif ou préventif antiparasitaire [36]. La voie cutanée
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demeure néanmoins minoritaire car la penétration des pyréthrinoides a travers la peau reste
difficile [37; 38].

Ces voies d’exposition concernent la population générale, mais certaines sous-populations
peuvent étre plus exposees, selon leur &ge ou leur profession. Les jeunes enfants demeurent
les plus exposes aux pyréthrinoides. La voie orale est la source d’exposition privilégiée, pour
plusieurs raisons. Des traces de pyréthrinoides ont été détectées dans 1’alimentation pour
enfants [27 ; 39 ; 40]. La présence fréquente des enfants sur le sol et leur contact avec les
poussiéres ou s’accumulent les pyréthrinoides [41], accompagnés du phénomene de main a la
bouche, accroissent 1I’exposition des enfants a ces composés. Certains professionnels sont plus
largement exposés a ces insecticides comme les agriculteurs [42 ; 43].

2.5 La toxicocinétique des pyréthrinoides

La toxicocinétique s’attache a décrire et comprendre le devenir de la molécule au sein de
I’organisme. La molécule va étre absorbée, atteindre la circulation sanguine, étre distribuée au
sein des organes et transformée en métabolites par des enzymes. La molécule parente et les
métabolites sont ensuite excrétés via les féces ou les urines. L’ensemble de ces étapes
correspondent au processus d’absorption, distribution, métabolisme et excrétion (ADME) de
la molécule. La toxicocinétique des pyréthrinoides a pu étre caractérisée aux cours des études
menées chez le rat sur deux composeés : la deltamethrine [44; 45; 46; 47; 48] et la perméthrine
[49; 50; 51; 52; 53; 54]. Le profil cinétique des pyréthrinoides en général sera présenté ci-
dessous.

Suite a une exposition par voie orale, I’absorption des pyréthrinoides est faible chez le rat,
avec une biodisponibilité entre 18-28 % (deltamethrine) [44 ; 45] et 61 % (perméthrine) [49].
L’absorption des pyréthrinoides est rapide, avec un pic de concentration dans le sang 1 a 2 h
apres I’administration. Une étude chez I’homme a permis de souligner la différence du niveau
d’absorption entre la voie cutanée et orale pour la perméthrine [55]. A partir des
concentrations  urinaires en acide 3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-diméthylcyclopropane-I-
carboxylique (DCCA), I’absorption de la perméthrine est estimée a 1 % de la dose au niveau
cutané, et de 35 a 60 % lors d’une ingestion orale.

Par leur caractére lipophile, les pyréthrinoides s’accumulent dans les organes, en particulier
les graisses, la peau et les muscles [45 ;56]. Le pic de concentration en pyréthrinoide dans les
graisses se situe 6 h a 12 h aprés 1’ingestion. Pour les autres organes comme le cerveau, le foie
et les reins, le profil cinétique des pyréthrinoides est similaire a celui observe dans le sang.

La biotransformation est un processus de défense de I’organisme qui a généralement pour but

de rendre les xénobiotiques plus hydrosolubles afin de les rendre facilement excrétables.
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Plusieurs réactions et mécanismes interviennent pour accomplir ce processus. Les deux
principales réactions de biotransformation des pyréthrinoides sont les phases | (oxydation,
réduction et hydrolyse) et 1l (conjugaison). Les pyréthrinoides sont rapidement dégradés pour
étre transformés en acides carboxyliques, métabolites hydrosolubles pouvant étre excrétées
dans I’urine [57]. Plus précisément, il y a un clivage hydrolytique du groupement ester, suivi
d’une oxydation [58]. Les pyréthrinoides sont métabolisés principalement dans le foie par
I'intermédiaire d'une rupture de leur liaison ester [59]. Ceux-ci sont dégradés soit par les
estérases, principalement par les carboxylestérases humaines 1 et 2 (hCEL et 2), ou par
oxydation par le cytochrome P450 (CYP) humain, en particulier CYP 2C8, CYP 2C9, CYP
2C19 et CYP 3A4 [60 ; 59]. Dans le cas de la perméthrine et cyperméthrine, ces molécules se
scindent pour produire deux principaux métabolites, 1’acide 3-phénoxybenzoique (3-PBA) et
I’acide 3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-diméthylcyclopropane-I-carboxylique (DCCA).

Les métabolites générés ainsi sont alors conjugues et excrétés principalement dans l'urine au
bout de quelques jours [36 ; 5557 ; 58 ; 61 ; 62].

De plus, il existe des différences inter-espéces connues au niveau du taux de métabolisme
hépatique de pyréthrinoides [59]. En effet, la clairance intrinseque des pyréthrinoides chez le
rat a été rapporté étre de 5 a 10 fois supérieure a celle des microsomes humains, a lI'exception
de la trans-perméthrine, qui était de 45% plus élevée chez les humains [59].

Les études chez le rat ont également montré l'importance de documenter précisément la
cinétique des stéréo-isomeres, étant donné que la cinétique et la dynamique peuvent varier
entre isomeéres [63]. En particulier, il a été montré que I’isomeére de conformation moléculaire
cis se stockait davantage dans les tissus adipeux des rats que la forme trans [55 ;56 ; 64 ; 65].
Aussi, la forme trans semble étre métabolisée plus rapidement que la forme cis [66 ; 67], ce
qui diminuerait donc son effet neurotoxique.

Dans une étude récente portant sur le métabolisme de la perméthrine, les chercheurs
réitéraient que le modéle animal n’était pas un modeéle précis [68]. D’autres pyréthrinoides,
dont la deltamethrine, présentaient un métabolisme différent entre I’homme et 1’animal,
résultant de modulations différentes dans I’activité d’enzymes spécifiques [69 ; 70]. Une
étude rapporte que la perméthrine peut induire une toxicité reproductive méale adulte de la
souris en raison de l'isomére cis mais non pour le trans-isomére. Ces auteurs ont en particulier
montré que l'activité hépatique de 1’hydrolase microsomale envers la trans-perméthrine était
pres de 62 fois plus élevée que pour la cis-perméthrine, ce qui augmentait 1’effet toxique

général de la substance mere cis en diminuant son métabolisme [71]. Il a été estimé que la
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conformation en cis nécessitait une dose de 2 a 80 fois plus faible que le trans pour causer
I’effet toxique recherché [72].

L’excrétion est le processus d’élimination compléte de la substance hors de I’organisme.
Comme mentionné précédemment, 1’excrétion des pyréthrinoides se fait principalement par
I’urine. La deuxiéme voie d’excrétion est 1’élimination fécale. Prés de 50 % de la dose
administrée est eliminé sous forme de métabolites urinaires tandis que I'élimination fécale se
situe entre 10 & 26 % de la dose absorbée [73]. Une étude chez le rat a montré que la
perméthrine dans le plasma avait une demi-vie de 9 a 11 h suite a une injection intraveineuse
et de 12 a 18 h aprés une administration orale [49]. Chez I’humain, des demi-vies
d’¢limination urinaires de 16 h et 7 h ont été rapportées pour les métabolites de la
cyperméthrine aprés exposition orale et inhalation [55], ce qui est similaire aux résultats
obtenus pour la cyfluthrine aprés inhalation 7 h [74]. En ce qui concerne 1’élimination
compléte aprés exposition topique, elle est estimée a moins d’une semaine selon une étude
chez des volontaires exposés de facon contrdlée [36]. Ces auteurs ont rapporté des demi-vies
des métabolites de la perméthrine de 32 & 38 h et une excrétion quasi compléte apres une
période de 168 h, son métabolisme étant plus rapide que son absorption cutanée [36].
L’excrétion urinaire maximale était atteinte plus tardivement suite a une exposition cutanée
comparée a une exposition orale (soit entre 12 et 20 h apres contact cutané) [36]. Pour la
cyperméthrine, une ¢tude de comparaison a été portée sur I’élimination aprés exposition orale
et cutanée. Apres administration orale, les taux d’excrétion urinaires maximaux étaient
observés entre 8 et 24 h, alors qu’aprés administration cutanée les taux d’excrétion urinaire
maximaux étaient observés entre 12 et 36 h [55].

2.6 La toxicité générale des pyréthrinoides

L’effet insecticide des pyréthrinoides est associ¢ a 1’effet neurotoxique. L’organe cible est
I’ensemble du systéme nerveux. Les pyréthrinoides sont considérés comme étant beaucoup
plus toxiques chez I’insecte que chez I’humain. Cette différence serait 2250 fois plus
importante chez 1’insecte, étant donné les différences inter-espéces dans la sensibilité des
canaux sodium, de la différence de masse et de la différence de température corporelle [75].
Les types d’effets indésirables chez 1’humain sont principalement des effets immunitaires et
endocriniens [63 ;76 ; 77]. Puisque les effets toxiques varient en fonction de la voie et de la

dose d’exposition, les facteurs seront associés a des symptoémes cliniques différents [78].

Plusieurs études ont montré les effets d’une exposition aigué accidentelle chez I’humain
[65;79]. Une étude épidémiologique transversale chez des travailleurs agricoles dans des

fermes de coton a rapporté des symptdémes en milieu professionnel suite a une exposition tels
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que la perte de sensation faciale, la nausée, des vertiges, de la fatigue et la perte d’appétit [79].
L’exposition aigué¢ a des doses plus élevées absorbées par ingestion peut entrainer des
vomissements et diarrhées, une perte de conscience et une acidose métabolique ainsi qu’une
sensation de brulure dans la bouche [65]. Une somnolence, de la fatigue, des palpitations et un
trouble de la vision sont également possibles [75]. Dans une étude de cas, des symptomes
d’hyperactivité, des tremblements, des convulsions et une éventuelle paralysie ont aussi été

rapportés suite a une intoxication orale aigué [65].

2.7 Neurotoxicité et effets neurologiques

Tel que mentionné précédemment, les pyréthrinoides peuvent induire des effets
neurotoxiques, ce qui provoque d’ailleurs [D’effet insecticide recherché [75]. Les
pyréthrinoides ont un effet sur le systéme nerveux central et périphérique, en raison d'une
ouverture prolongée des canaux sodiques [57]. Les pyréthrinoides augmentent la perméabilité
de la membrane cellulaire aux ions sodium, ce qui prolonge 1’influx nerveux et augmentent le
temps de repolarisation des cellules [65;80 ; 81]. Il a aussi été démontré que certains
pyréthrinoides bloquent les récepteurs GABA [82], qui sont des inhibiteurs de
neurotransmetteurs et donc ces pyréthrinoides prolongent d’autant plus I’influx nerveux en
empéchant la boucle de rétroaction inhibitrice de neurotransmetteurs. La différence de toxicité
entre 1’insecte et I’humain repose sur I’hétérogénéité des sous-unités o des canaux sodiques
chez les mammiféres alors que l’insecte n’a qu’un type de sous-unité, vulnérable aux
pyréthrinoides [83]. Les symptomes neurotoxiques associés a I’intoxication aux
pyréthrinoides du type | sont associés aux tremblements (T) tandis que ceux du type Il sont
associés au syndrome CS, soit a la salivation et a la choréo-athétose (caractérisée par des
contractions musculaires irrégulieres et des mouvements incoordonnés) [82]. Les effets
systémiques se produisent de 4 a 48 h aprés I’exposition. Ces effets ne sont pas persistants
[84].

Toutefois, il semble que I’effet neurotoxique ne se limite pas qu’a un effet systémique
ponctuel. En effet, les pyréthrinoides peuvent avoir une influence discréete sur les étapes de
croissance de 1’organisme. Ces composés ont la capacité de traverser la barriére encéphalique
pour engendrer des troubles neurologiques. Lorsque 1’exposition se produit lors du
développement, elle peut entrainer des malformations du systéme nerveux et conduire vers
des déficits fonctionnels a long terme. Une étude réalisée chez les rats a rapporté les effets
développementaux des répulsifs a insectes contenant de 1’alléthrine a 3,6% sur les rats,

évaluant plusieurs étapes du développement, dont I’étape prénatale, postnatale et périnatale.

These de Pharmacie 2019-2020 Seydou TRAORE Page 11



CONTROLE DE QUALITE DES MOUSTIQUAIRES IMPREGNEES D'INSECTICIDE PAR HPLC AU LABORATOIRE NATIONAL DE LA SANTE A BAMAKO

L’exposition fut d’une durée de 8 h par jour durant la période pré/post et périnatale d’une
cinquantaine de jours, par inhalation. Des dommages oxydatifs, une augmentation de la
peroxydation et une diminution du glutathion, d’antioxydants et de catalase ont été répertoriés
dans certaines structures du cerveau, dont le cervelet, le cortex frontal et I’hippocampe. La
faculté d’apprentissage a €té réduite chez les rats [85]. Ces résultats suggerent que
I’exposition a ce type de composé durant les étapes précoces de développement peut
engendrer des déficits importants du systéme nerveux.

2.8 Immunotoxicité

Une expérience in vitro a montré, que deux pyréthrinoides, la cyhalothrine et la
cyperméthrine, entrainaient des effets cytotoxiques sur des cultures de lymphocytes [76]. Ces
résultats d’immunotoxicité sont appuyés par une étude réalisée sur I’imiprothrine et la
deltaméthrine montrant des effets immunotoxiques chez le rat exposé par inhalation a des
aérosols plusieurs fois par jour durant deux a trente jours, tel qu’évalué par une réduction de
la concentration de lymphocytes CD4 et CD8 [77]. Cette exposition entrainerait comme
conséquences des changements au niveau de I’immunité générale (réponse lymphocytaire) et

I’immunité non spécifique (activité phagocytaire des macrophages).

Des tests sur les paramétres immunologiques divers ont été réalisés sur la concentration
d’immunoglobulines A, G, M et E, de récepteurs d’interleukines 2 et 6, des récepteurs de TNF
(Tumor Necrosis Factor), ainsi que des marqueurs de défense dont le compte de lymphocytes
(CD2, CD3), d’¢érythrocytes, de cellules T-helper (CD4), de cellules cytotoxiques (CD8), de
cellules Natural Killer (NK) et du ratio CD4/CD8. De 24 & 72 h aprés exposition aux
pyréthrinoides, la tendance générale était une diminution de ces valeurs. Cependant, il n’y
avait plus trace de cette diminution 6 mois aprés 1’exposition, ce qui indique la réversibilité
des effets immunitaires [86].

2.9 Effets endocriniens et reproducteurs

Aux différents stades de développement, des effets sur la reproduction chez le rat et la souris
male ont été observés suite a une exposition chronique par voie orale aux pyréthrinoides
(cyperméthrine/perméthrine). De maniére générale, aux plus fortes concentrations
d’exposition, ont été recensées une modification histologique des testicules, une diminution
dans le sérum de la concentration en testostérone et en hormone lutéinisante (LH) (impliquée
dans la synthése de la testostérone) ainsi qu’une décroissance de la production journalieére de
spermatozoides [71 ;87 ; 88]. Des perturbations de 1’expression de certains génes reliés a la
synthése de la testostérone ont été aussi observées. Dans des expériences d’accouplement, il a

été conclu a une diminution de la fertilité chez les méles exposés a la plus forte dose en
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cyperméthrine. Cela fait suite a 1’observation d’une diminution du nombre d’implantations
chez les femelles et du nombre de feetus viables [86]. Par ailleurs, une étude a consisté a faire
ingérer & des nouveau-nés males de la cyperméthrine via le lait maternel des femelles souris
exposées. Une diminution du poids des testicules, une décroissance des couches de cellules
impliquées dans la spermatogénése et une augmentation du diametre des tubes séminiferes ont
¢té observées. Si certaines modifications disparaissent une fois 1’age adulte atteint, la
diminution du nombre de spermatozoides et du poids des testicules reste irréversible [89]. Les
études menées sur les différents isomeres de la perméthrine ont confirmées que le niveau de
toxicité était dépendant de la configuration de la molécule. En effet les modifications
hormonales n’apparaissaient qu’a la suite d’une exposition a la cis-perméthrine [71 ;90].

Chez ’homme, certaines perturbations physiologiques, souvent liées a la reproduction, ont été
associées a la présence de métabolites des pyréthrinoides dans les urines. L’attribution de ces
signes de toxicité a une imprégnation aux pyréthrinoides doit cependant étre faite avec
précaution. La population est en effet exposée simultanément a une multitude de polluants.
Les résultats observés chez 1’homme corroborent les observations faites chez I’animal male
lors d’une exposition chronique : modification de la qualité du sperme, aneuploidie des
spermatozoides, diminution de leur nombre, de leur motilité et modification de leur ADN [91
; 92 ; 93]. Une modification des taux en LH et en hormones thyroidiennes T3, T4 et
thyréostimuline a aussi été diagnostiquée [94, 95]. En effet les modifications hormonales

n’apparaissaient qu’a la suite d’une exposition a la cis-perméthrine [71 ; 90].

3. Les pyréthrinoides les plus utilisés pour imprégner les moustiquaires : deltamethrine
et alpha-cyperméthrine

3.1. Alpha-cyperméthrine

La formule moléculaire de I’alpha-cyperméthrine est C22H19CIl2NOs et son poids moléculaire
de 416,3 g/mol [96]. L'alpha-cypermethrine est un pyréthrinoide de type I1. Une neurotoxicité
a éte observée dans toute la base de données et les signes cliniques caracteristiques des
pyréthrinoides de type |II, tels qu'une salivation accrue, une mobilité altérée et des
tremblements, ont été les effets les plus fréqguemment observés. Dans les études de doses
répéetées avec des rongeurs, les principaux résultats toxicologiques ont été une réduction du
gain de poids corporel, une anorexie et, a des doses plus élevées, des signes de neurotoxicité
(convulsions, tremblements, hypersensibilité au toucher et au son). Les chiens semblaient étre
I'espéce la plus sensible, avec des signes cliniques de neurotoxicité (tremblements, anomalies
de la demarche, ataxie, agitation, hochement de téte et léchage des lévres) observés en
I'absence de perte de poids corporel. Il n'y a aucune preuve de potentiel génotoxique,
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développemental, reproductif, immunotoxique ou cancérigene. Dans une toxicité aigué avec
des rats, la NOAEL était de 9,3 mg / kg / jour et la LOAEL était de 29,6 mg / kg / jour en
fonction de la réduction du poids corporel, des gains de poids corporel et de la diminution de
la consommation alimentaire chez les deux sexes et des changements de démarche chez les
males [97 ; 98].

L’EPA a aussi suggéré une dose par inhalation aigue et chronique sans effet de 2,7 mg/kgl/j,
valeur découlant également d’une étude chez le rat. En lien avec sa cancérogénicité, la
cyperméthrine a été classée dans le groupe C [99]. 1l n’y a toutefois a ce jour aucune
proposition de dose associée a un risque cancérigene spécifique pour une exposition a vie.

3.2. Deltamethrine

La deltaméthrine est trés employée dans le secteur agricole et forestier et ce depuis qu’elle a
prouvé son efficacité vis-a-vis de nombreux insectes [100]. En outre, cette molécule est
utilisée pour lutter contre le doryphore des solanacées comme la pomme de terre, la tomate
[101]. La deltaméthrine est aussi utilisée dans les programmes de contréle de la malaria dans
les pays concernés [102]. Elle y est aussi utilisée pour imprégner les moustiquaires [103].

La formule moléculaire de la deltamethrine est C22H19Br.NO3z et son poids moléculaire de
505,20 g/mole [104]. La deltamethrine fait partie du groupe Il et possede un groupement
halogéné. Son indice de toxicité létale (DLso) est estimé chez le rat & 87 mg/kg par voie orale,
un (DLso) supérieur a 2000 mg/kg par voie cutané et un (CLso) de 0.6mg/l par inhalation, avec
une DJA de 0.01mg/kg/j chez le chien ce qui est beaucoup plus faible que pour la perméthrine
et représente donc un degré de toxicité plus important. Une dose de référence aigue a été
établie a 0.025mg/kg/j chez le chien [104].

4. ldentification et dosage des pesticides

Selon la nature des pesticides étudiés, deux techniques analytiques de séparation
sont généralement employées pour leur identification et leur quantification : la
chromatographie en phase gazeuse (CPG) et la chromatographie en phase liquide (CPL). Ces
techniques peuvent étre couplées a des détecteurs spécifiques ou universels. Ainsi, tout en
apportant de la spécificité, le spectrométre de masse a pour intérét d’étre un outil de détection
quasi-universel.

4.1 Chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique de séparation qui s’applique
aux composés gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition
[105, 106]. Depuis, son introduction dans les années 1960, la CPG a été trés vite adoptée pour

I’analyse multi-résidus de pesticides grace aux grandes sélectivités et sensibilité pouvant étre
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atteintes. Elle est employée en général pour 1’analyse de molécules thermostables, volatiles ou
semi-volatiles, non ou moyennement polaires [107-108]. La CPG est de nos jours applicable a
environ 60 % des pesticides et de leurs métabolites disponibles sur le marché [107]. Le
développement des colonnes capillaires a fortement contribué a I’augmentation significative
du pouvoir de séparation. La possibilité d’utiliser des détecteurs sensibles et sélectifs a
contribué également a 1’essor de la CPG [109, 110]. Elle est en effet compatible a de
nombreux détecteurs : le détecteur a ionisation de flammes (Flame lonization Detector, FID),
le détecteur thermo-ionique (Thermo lonic Detector, TID) ou encore le détecteur a capture
d’électrons (Electron Capture Detector, ECD) [111]. Le FID est considéré comme le détecteur
le moins sélectif. L’ECD est particuliérement adapté a 1’analyse de composes électronégatifs
dont de nombreux pesticides halogénés [107, 109]. Les niveaux de détection peuvent étre
jusqu’a cent fois plus faibles que ceux obtenus avec un détecteur FID [110]. Le détecteur
thermo-ionique est quant a lui employé pour les molécules composées d’atomes d’azote et de
phosphore tels que les pesticides de la famille des triazines et des organophosphorés [107,
109].

Plus tardivement, le couplage de la spectrométrie de masse (SM) a la CPG a permis un gain
en sensibilité et une grande spécificité du signal par rapport aux couplages précédemment
développés avec d’autres systémes de détection [111]. Il a été en effet mis en évidence un
gain en sensibilité pouvant atteindre un facteur deux cent en CPG-SM en comparaison a la
CPG-ECD lors de I’analyse de dix-huit pesticides de la famille des organophosphorés,
triazines, anilopyrimidines, triazoles, phtalimides, oximinoacétates et pyréthrinoides dans les
pommes [111]. Ce couplage est relativement facile puisque les composants de 1’échantillon
sont élués sous forme vapeur a la sortie de la colonne CPG qui peut étre ensuite directement
introduite dans le vide du spectrometre de masse. Il offre de multiples possibilités analytiques
et combine harmonieusement les avantages spécifiques des deux techniques : le pouvoir
séparatif de la CPG et le pouvoir d’identification de la SM. Par ailleurs, I’un de ses avantages
réside dans son pouvoir de confirmation basé sur une bibliotheque regroupant des spectres
d’ionisation obtenus par impact électronique pour un trés grand nombre de composés [112].
La multitude d’applications résulte d’une part de ’efficacité de la séparation de la CPG et
d’autre part aux qualités de la SM a savoir, la qualité des informations et la sensibilité. Un
grand nombre de méthodes multi-résidus basées sur ce couplage ont été développées pour une
grande variéteé de pesticides dans des matrices de type fruits et Iégumes. La détection par SM
en tandem (SM?) a permis I’augmentation du potentiel du couplage de la CPG-SM comme le

montrent les valeurs de limites de détection obtenues. Néanmoins, le marché des produits
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phytosanitaires est en perpétuelle évolution. De nouvelles formulations de pesticides sont
continuellement introduites sur le marché a la fois pour faire face a la nécessité d’une
meilleure sélectivité par rapport & une culture donnée mais aussi pour diminuer la persistance
des composés dans I’environnement [113]. L’avantage de ces composés réside dans leur
grande efficacité a de faibles doses et leur haut degré de biodégradabilité. Cependant, la
plupart de ces composés sont polaires, peu volatils et/ou thermolabiles et ne sont donc pas
adaptés a une analyse directe par CPG [114, 115, 116, 117, 111, 118-119]. Par exemple,
I’analyse directe des N méthyl-carbamates et des urées par CPG meéne en général a leur
dégradation dans I’injecteur ou dans la colonne analytique [120, 110, 121-122]. Les hautes
températures utilisées entrainent ainsi une décomposition de la plupart de ces composeés.
Toutefois, afin de déterminer ces composés initialement non analysables par CPG,
des méthodes mettant en ceuvre des étapes de dérivation ont été développées. Celles-Ci
sont nécessaires a la synthése de dérivés plus volatils et moins thermosensibles. C’est le cas
par exemple, des chlorophénoxyacides qui ont été analysés par CPG apres une réaction
de dérivation [109]. Or, ces étapes augmentent la manipulation d'échantillon, le temps global
de l'analyse et sont parfois a 1’origine de sources d’erreurs supplémentaires [123, 124].
Elles peuvent de plus d’une part mener a une perte de 1’analyte et entrainer par conséquent
une diminution de la sensibilité [123]. D’autre part, la plupart des étapes de dérivation
sont s¢lectives pour un groupe de composés ciblés, excluant les autres composés d’intérét
présents simultanément dans un méme échantillon [125]. L’analyse multi-résidus devient
alors difficile a mettre en ceuvre si différents aliquotes de 1’échantillon ne subissent pas les
mémes étapes allant de la préparation a la détermination finale.

Ce sont toutes les raisons précitées qui ont conduit a une forte implantation de
la chromatographie en phase liquide (CPL). Cette tendance a été notamment confirmée avec
la possibilité de couplage a la spectrométrie de masse et I’accessibilité a un cotit abordable.
4.2 Chromatographie en phase liquide

La chromatographie en phase liquide (CPL) est une technique de séparation des constituants
d’un mélange en solution basée sur le partage des composés entre une phase mobile dans
laguelle ils sont solubles et une phase, dite fixe ou stationnaire, qui exerce sur eux un effet
retardateur [125]. Ainsi, la séparation des composés repose sur les différences d’affinité et
d’interactions d’un composé pour la phase mobile et la phase stationnaire. La phase
stationnaire peut varier en fonction des interactions requises. Ainsi, selon les phénomenes mis

en jeu lors de la séparation, différents types de chromatographie existent : I’adsorption, le
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partage, 1’échange d’ions, la paire d’ions, I’échange de ligands, le transfert de charge et
I’exclusion stérique, [126].

La CPL a polarit¢ de phase inverse avec un gradient d’élution est la stratégie la
plus communément utilisée pour 1’analyse multi-résidus de pesticides [115, 127]. Elle permet
en effet I’analyse de composés ayant des propriétés physico-chimiques variées. Les composés
sont alors séparés selon leur différence d’hydrophobie par partage entre la phase stationnaire
et la phase mobile. Cette derniére met en jeu une phase aqueuse composée en général d’eau et
une phase organique, le méthanol ou I’acétonitrile. La majorité des phases stationnaires sont a
base de silice chimiquement modifiée par greffage d’une chaine alkyle octyl C8 ou octadécyl
C18. De la silice avec des groupements aminopropyl, cyanopropyl ou phényl peut aussi étre
utilisée. D’autres phases stationnaires apolaires a base de polymeéres tel que le copolymeére
styréne divinylbenzene est également citées [128]. Par ailleurs, d’autres phases a base de
carbone graphite poreux (PGC) existent.

Cependant, ce type de phase est a réserver a I’analyse de composés polaires car
les mécanismes mis en ceuvre entrainent une trop forte rétention des substances apolaires.
Ainsi, le PGC n’est pas préconisé lors du développement de méthodes d’analyse multi-
résidus. De nombreux pesticides de polarité variée peuvent étre efficacement analysés par
CPL a polarité de phase inverse sans aucune étape préalable de dérivation. Ainsi, depuis
son introduction au cours des années 1980, la CPL couplée a des détecteurs de type
ultraviolet (UV) ou fluorescence a été adoptée comme une technique complémentaire a la
CPG dans le domaine de I’analyse de résidus de pesticides [118].

De par sa large gamme d’application, sa stabilit¢ a long terme, sa facilit¢ d’utilisation, son
faible colit et ’amélioration de la sélectivité grace au détecteur a barrettes de diode (Diode
Array Detector, DAD), la détection UV a été longtemps la plus utilisée dans 1’analyse de
résidus de pesticides. Néanmoins, I’identification de pesticides dans des
échantillons complexes peut étre un probléme pour la CPL couplée a des détecteurs
conventionnels comme 1’UV. Ces techniques ne sont en effet pas suffisamment spécifiques,
manquent de sélectivité (grande ressemblance des spectres UV des pesticides d’une méme
famille chimique) et de sensibilité pour 1’analyse de traces de composés présents dans des
matrices complexes [129 ; 119, 130, 131].

Plus sensible et sélective que I’absorption UV, la détection par fluorescence peut étre une
alternative intéressante lors de 1’analyse de pesticides. Cependant, elle s’applique uniquement
aux analytes qui possedent des fluorophores [117, 132, 120, 129, 133]. Son

domaine d’application est donc limité a moins de mettre en ceuvre une étape de dérivation pré
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ou post colonne pour 1’élargir [117, 118, 133]. Des pesticides de type N-methyl carbamates
ont ainsi été analysés dans les fruits et les léegumes par CPL couplée a une détection
fluorescence apres dérivation et hydrolyse post-colonne [134]. La CPL couplée a des
détecteurs électrochimiques a été également utilisée pour 1’analyse de pesticides dans les
fruits mais les méthodes ne sont pas suffisamment sélectives et impliquent que les composés
étudiés possedent des propriétés oxydo-réductrices [120, 135].

Le manque de détecteur performant et universel, applicable & une grande gamme de composés
et associé a la CPL a été surmonté avec le couplage a la détection par SM gréce
au développement d’interfaces adaptées. L’intérét du couplage de la CPL a la SM réside dans
la combinaison d’une part du pouvoir de séparation de la CPL et d’autre part du
pouvoir d’identification et de confirmation de la SM [114, 119]. De plus, I’'un des atouts de la
SM est sa capacité a confirmer 1’existence de composés de familles chimiques différentes et
qui n’ont pas de chromophores comme par exemple les acides phosphoniques, métabolites
des organophosphorés [118]. De plus, la CPL/SM présente d’autres avantages comme la
capacité a détecter des composés tres polaires et leurs produits de dégradation sans étape
préalable de derivation [136].

Le premier couplage fonctionnel de la CPL a la SM a été rapporté il y a plus de 25
ans, cependant des difficultés techniques ont été rencontrées pour combiner le volume de
phase mobile issue de la CPL au vide nécessaire au fonctionnement du spectrométre de
masse. Elles ont donc limité pendant de nombreuses années 1’essor et 1’utilisation en routine
de la CPL/SM comme méthode d’analyse dans les laboratoires de controle de résidus de
pesticides [137, 135, 138]. Ainsi, jusque dans les années 1990, la majorité des applications
dans I’analyse par CPL/SM de résidus de pesticides impliquait 1’utilisation d’interfaces de
type « thermo spray » (TSP) ou de type « particle-beam » (PB) [139]. Mé&me si quelques
applications ont été réussies, elles ne sont pas vraiment adaptées a la fois a cause de leur colt
élevé mais aussi de leur trés grande variation de sensibilité entre les composés d’une méme
famille chimique ou de familles chimiques différentes. Malgré les difficultés analytiques
pouvant étre rencontrées lors de 1’utilisation de I’interface PB en CPL a polarité de phases
inverses, elle présente ’avantage de fournir des spectres de masse comparables a ceux
obtenus en CPG/SM [120, 136]. Lasituation a fondamentalement été améliorée avec
I’introduction et la commercialisation d’interfaces robustes et fiables telles que les sources
d’ionisation a pression atmosphérique.

Ainsi, associées a la SM, la CPL et la CPG restent deux techniques séparatives

tres complémentaires dans le domaine de 1’analyse des pesticides.
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I1l. MATERIEL ET METHODE

1. Cadre et lieu d’étude
Notre étude a eu lieu au Laboratoire National de la Santé (LNS) de Bamako, Mali. Le LNS est
un Etablissement Public a caractére Scientifique et Technologique (EPST), sis au quartier
populaire de Darsalam en face du Camp | de la Gendarmerie Nationale. Il est composé de
deux batiments couvrant une superficie batie de 1500 meétres carrés.
Conformément a l'article 2 de 1’Ordonnance N°00-40/P-RM du 20 SEP 2000 portant création
du LNS-EPST, le LNS a pour mission de : « Contréler la qualité des médicaments, aliments,
boissons ou toutes autres substances importées ou produites en République du Mali et
destinées a des fins thérapeutiques, diététiques ou alimentaires en vue de la sauvegarde de la
santé des populations humaine et animale.
A ce titre il est chargé de :

e Donner son avis technique pour I’autorisation ou I’interdiction de 1’usage de tout
produit, médicament, aliment ou boisson a usage thérapeutique, diététique ou
alimentaire.

e Prélever et analyser des échantillons dans toutes unités de production, d’importation,
de distribution ou de conservation de médicaments, eaux, boissons diverses, aliments
et toutes autres substances introduites dans 1’organisme humain et animal dans un but
thérapeutique, nutritionnel ou autre et concourant a 1’amélioration ou la détérioration
de I’état de santé de ’homme et de I’animal ;

e Participer a la formation universitaire et postuniversitaire ;

e Entreprendre des activités de recherche scientifique et technique ;

e Contribuer a I’élaboration des normes et veiller a leur application » ».

Il est constitué de trois organes d’administrations et de gestions qui sont: le conseil
d’administration, la direction générale, le comité scientifique et technologique et de trois
départements :

e Laboratoire Contrdle de Qualité des Médicaments (LCQM) ;

e Service Controle Qualite des Eaux (SCQE) ;

e Service Controle de Qualité des Aliments et Boissons (SCQAB).
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» Les ressources humaines et matérielles
Le LNS est doté¢ de personnel qualifi¢ en perfectionnement continu constitu¢ d’enseignants-
chercheurs et experts analystes mais également des équipements varies, performants et
qualifiés : UPLC-MS/MS, HPLC-UV-Vis-DAD, CPG-tECD, Karl Fischer, Spectro-UV-Vis,
Dissolutest, Spectrophotomeétre IR(FTIR), SAA, Densimetre, Refractometres, Spectromeétre
portable RAMAN, Kit Minilabs TM, etc...
Il compte au total 83 Agents (effectif actuel) dont :
1 Professeur Agrégé /Maitre de Conférence en Chimie Analytique Appliquée (Pharmacien) ;
10 Pharmaciens spécialistes ;
03 Pharmaciens géneralistes ;
01 Médecin ;
02 Assistants Médical ;
16 Ingénieurs sanitaires ;
07 Ingénieurs de 1’Industrie et des Mines ;
02 Techniciens supérieur de Santé ;
02 Techniciens de Santé ;
01 Technicien supérieur de 1’Industrie et Mines ;
02 Techniciens de Maintenance ;
02 Techniciens de I’'Informatique ;
03 Techniciens de comptabilité ;
02 Techniciens de surface ;
01 Adjoint d’ Administration ;
01 Administrateur Civil ;
02 Agents de saisie ;
01 Attaché d’ Administration ;
01 Contr6leur des Services Economiques ;
02 Contréleur du Trésor ;
01 Inspecteur du trésor ;
02 Standardistes ;
01 Secrétaire d’ Administration ;
02 Secrétaires de Direction ;
06 chauffeurs ;
01 gardien ;
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» Equipements opérationnels au LNS

e Bain Ultrason Fisherbrand ;

e Agitateur-Vortex Fisher brand ;

e Agitateur magneétique Chauffant Fisher Scientific Isotemp ;

e Hotte Erlab Captair SMART 714 ;

e Etuve Memmert ;

e Microbalance Sartorius Imprimante ;

e Balance analytigue OHAUS Imprimante ;

e Balance de précision OHAUS Imprimante ;

e pH-métre multiparameter METTLER TOLEDO;

e Conductimetre multiparameter METTLER TOLEDO;

e FTIR Spectromeétre Agilent MicroLab Cary 630 ;

e HPLC Agilent OpenLAB CDS 2.2 1260 Infinity Il ;

e HPLC Agilent 1260 Infinity ;

e Disintegration Apparatus Agilent ;

e Bi-Distillateur Sartorius ;

e Dissolution Apparatus Agilent Pompe ;

e UV-Vis Agilent CaryWinUV Version 5.1.0.1016 ;

e GC Agilent OpenLAB CDS 2.2 ;

e Titrateur Karl Fisher SI Analytics ;

e Titrateur Automatique SI Analytics ;

e Spectroabsorption atomique ;

e Spectrophotometre a flamme ;

e Densitometre ;

e Appareil pour DBO et DCO ;

e Appareil pour Dureté.

» Les capacités techniques du LNS
Le LNS contribue au développement et au contréle qualité des médicaments, fournit des
prestations bio-analytiques de laboratoire et des études toxicologiques : offre de service aux
societes pharmaceutiques, biotechnologiques et aux programmes de recherche. L’analyse
agro-alimentaire pour alimentation humaine et animale déploie la gamme la plus large
possible aux exigences de qualité et de sécurité. Sur les questions environnementales, la

gamme des tests englobe 1’analyse de 1’air, de I’eau, des sols, des déchets ainsi que toutes

These de Pharmacie 2019-2020 Seydou TRAORE Page 21



CONTROLE DE QUALITE DES MOUSTIQUAIRES IMPREGNEES D'INSECTICIDE PAR HPLC AU LABORATOIRE NATIONAL DE LA SANTE A BAMAKO

substances nécessaires en vue d’évaluer leur qualité et leur impact sur la santé et
I’environnent. Le LNS participe au développement et a la recherche scientifique selon une
démarche qualité avec des équipements de haute technologie.

Il a été accrédité en microbiologie alimentaire : certificat N°1-0048/ TUNAC-ilac-MRA du 6
juin 2013 et actuellement en processus d’accréditation pour certification 1SO17025 :2017
pour son service de contréle qualité des médicaments.

» Comité scientifique et technique

Selon le décret n°00-586/P-RM du 23 novembre 2000, le comité scientifique et technique du
LNS est chargé de :

e FEtudier les orientations et les programmes de recherches de prestation de service, de
formation afin d’assurer leur adéquation avec les besoins de développement socio-
sanitaires ;

e Assurer au laboratoire tout appui scientifique et technique nécessaire a I’exécution des
programmes ;

e Procéder a I’évaluation scientifique des résultats de recherche ;

e Etablir annuellement un rapport sur les travaux du laboratoire & ’intention du conseil
d’administration.

» Collaboration au niveau national avec d’autres laboratoires

e Le LNS collabore sur le plan national avec :

e Le laboratoire central vétérinaire LCV ;

e Le laboratoire national des Eaux LNE,

e Le laboratoire national de Nutrition Animale LNA.

> Relation internationales

e Membre des laboratoires du Réseau Franco-Africain de contrble de qualité des
médicaments (LNCQ-Afssaps),

e Membre du Réseau africain des laboratoires d’hygiéne Alimentaire (RALHA) ;

e Membre du Forum pour la Qualité des Médicaments en Afriqgue (FQMA-AMQF) ;

e Collaboration avec I’INSpex de Niamey au Niger (CILAB Sud-Sud) ;

e Collaboration avec le Laboratoire National de Controle de Médicament de Rabat au
Maroc ;

e (ollaboration avec I’Institut Supérieur de Santé d’Alger en Algérie ;

e Collaboration avec I’Ecole d’Ingénieur de Fribourg, Universit¢ de Geneve et la

Pharmacie des Hopitaux Universitaires de Genéve (Suisse).
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» Comiteé Sahélien des Pesticides (CSP)
Le CSP a pour mission de prendre des décisions communes a 1’ensemble des pays du Comité
Permanent Inter-Etat de Lutte contre la Sécheresse dans le Sahel (CILSS) pour autoriser ou
interdire les pesticides dans 1’espace CILSS.
Il examine les demandes d’homologation pour suite a donner; tient le registre des
homologations des autorisations ; établit une liste des pesticides d’emploi interdit ou
séverement réglementé dans les pays du CILSS ; effectue I’inventaire des pesticides utilisés
ou commercialisés dans les pays du CILSS; définit les méthodes de contrble de la
composition, de la qualité et 1’évaluation des produits a 1’égard de ’homme, des animaux et
de I’environnement ; établit la liste des établissements publics autorisés a effectuer les essais ;
dresse la liste des laboratoires habilités a effectuer les analyses de contre expertises.
Le CSP est composé d’experts sahéliens spécialistes dans les différentes disciplines de la
protection des végétaux, de la toxicologie, de 1’éco-toxicologie et de la chimie.
A ce jour le CSP compte 452 pesticides d’usage autorisés dont la Deltaméthrine et I’ Alpha-
cyperméthrine utilisées dans les moustiquaires imprégnées d’insecticides pour la protection

des utilisateurs contre les piqures de moustiques vecteurs du paludisme [140].
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2. Période d’étude
L’étude s’est déroulée d’Aoit 2019 en Aot 2020 conformément au diagramme de Gantt ci-
dessous.

Tableau I: chronogramme de I’étude

Année Universitaire 2019-2020

Périodes _ i __ _
Aolt- Octo-2019 | Fev-Mai Jui-Juil Aolt- | Sept-20
o Sept Janv-2020 | 2020 2020 2020
Activités
2019
Prise de connaissance sur les
différentes marques de
moustiquaires imprégnées

disponibles sur marché et dans les

structures de santés

Rédaction du protocole d’étude

Achat et analyse des échantillons

Saisie et traitement des données

Rédaction de la thése

Soutenance de thése

Valorisation des résultats par des

publications d’article

3. Type d’étude
Il s’agissait d’une étude analytique basée sur une semi-validation d’une technique
d’identification et de dosage de Deltamethrine et 1’ Alpha Cyperméthrine au LNS.

4. Echantillonnage
Nous avons procédé a un échantillonnage exhaustif de I’ensemble des moustiquaires
imprégnées par la Deltamethrine et 1’Alpha-Cyperméthrine vendues dans les marchés de

Bamakao, les officines privées mais aussi celles distribuées dans les structures sanitaires.
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IS

e.
f.

Appareillage :
Balance électronique ;
Rotavapor ;

Pompe a vide ;

Bain ultrason ;
Agitateur mecanique ;
HPLC ;

Notre analyse a été realisée par un appareil HPLC de marque AGILENT 1260 Infinity

couplé a un Détecteur a barrette de Diode (DAD), composé d’un échantillonneur automatique
(G1329B), une pompe quaternaire (G1311C), un thermostat a colonne (G1316A) et un
détecteur de longueur d'onde variable (G1315C).

vV VV V V Vv v YV V V VYV VY V V VYV V V VYV VY @

Matériels

Deux paires de ciseaux ;

Flacon de 200ml ;

Fiole de 50ml ;

Fiole 10ml ;

Ballon de 250ml ;

Vials pour HPLC ;

Un carré modéle pour HPLC ;
Pipettes de 2ml ;

Micropipettes ;

Filtre 0,45um ;

Seringue de 10ml ;

Moustiquaires imprégnées de Deltamethrine et a I’ Alpha-cyperméthrine.
Produits chimiques et réactifs
Standard de Deltaméthrine ;
Standard de I’ Alpha-cyperméthrine ;
Acétonitrile ;

Acétone ;

Acétate d’éthyle ;

Eau ultra-pure pour HPLC ;

Eau distillée.
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8. Méthode

8.1.Préparation des solutions

8.2. Phase mobile

Constituée d’un mélange Acétonitrile/Eau a une proportion de (9 :1). Elle a été préparée,
filtrée a I’aide d’une pompe a vide et dégazée au bain ultrason pour éliminer les bulles d’airs.
8.3. Gamme d’étalonnage des standards

Nos insecticides standards ont été obtenus auprés du fournisseur Sigma-Aldrich avec une
pureté de 99% pour la Deltaméthrine et 99,8% pour I’ Alpha-cyperméthrine. Une quantité de
0,0025g du standard a été pesée a 1’aide d’une semi micro balance de marque RADWAG et
dissoute dans 50mL d’acétonitrile de grade HPLC obtenu aupres du VWR international S.A.S
pour avoir une concentration de 50ppm. Différents volumes de 100uL, 200pL et 400uL de
cette solution ont été prélevés et introduits dans 10mL d’acétonitrile pour avoir des
concentrations respectivement 0,5ppm, 1lppm et 2ppm de Deltamethrine et Alpha-
cyperméthrine pour analyse HPLC.

8.4. Analytes (échantillons)

8.4.1. Préparation des échantillons

Nous avons procédé a deux types de préparation des échantillons.

18" échantillonnage : un morceau de 10x10 cm?2 a été coupé au centre de chacune des cing
cotés de la moustiquaire a 1’aide du carré modéle et tous combinés pour former un échantillon
représentatif de moustiquaire.

2¢me gchantillonnage : un morceau a été découpé sur chaque coté de la moustiquaire de
maniere aléatoire sur les quatre extrémités ainsi qu’au centre de la moustiquaire soit cing
morceau par coté pour un total de 25 morceaux pour une moustiquaire rectangulaire.

Ces morceaux coupés constituent la prise d’essai et contiennent T la quantité de substance
active et sont nécessaires pour calculer la masse d’insecticide (g) par masse de moustiquaire
selon la formule ci-apres : T = AirEch/AirStd x CStd x VEch/mEch [141].

CStd : concentration du standard ;

VEch : volume d’échantillon ;

mMEch : masse d’échantillon.

8.4.2. Extraction

La prise d’essai a ét¢ immergé dans un flacon contenant 200mL d’Acétone pour la
Deltaméthrine et 200mL d’acétate d’éthyle pour 1I’Alpha-cyperméthrine. Le tout est déposé
sur 1’agitateur a plateau rotatif de marque PSELECTA pendant 2heures pour extraire les

pesticides.
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Aprés extraction une quantité de 20ml de cette solution a été prélevée et introduite dans un
ballon de 250ml et évaporée a sec a 1’aide d’un Rotavapor R-215 de marque BUCHI en raison
de 60 rotations par minutes a la température de 30°C. Ensuite 1’extrait sec a été récupéré avec
2ml d’acétonitrile et introduit dans le Vial avec une seringue a filtre de 0.45um pour la lecture
HPLC-DAD.

Aprés une premiere lecture des échantillons par HPLC-DAD, différentes dilutions ont été
faites en fonction des concentrations obtenues afin d’avoir des concentrations de 0.5ppm et
1ppm en matieres actives. Pour se faire, différents volumes ont été prélevés dans chaque vials
représentant un échantillon calculé en fonction de la concentration initiale obtenue de
I’échantillon pour avoir une concentration intermédiaire de 10ppm. Ensuite des volumes de
50pL et 100uL ont été introduites dans les vials et complétés a ImL avec de 1’acétonitrile
pour des concentrations respectives de 0.5ppm et 1ppm pour lecture HPLC-DAD.

Tableau I1: Conditions chromatographiques

Intrants Deltamethrine Alpha-cyperméthrine
Parametres
Phase mobile Acétonitrile/Eau (9 :1) Acétonitrile/Eau (9 :1)
Phase stationnaire | Colonne C18 100 x4,6mm, 5um | Colonne C18 100 x4,6mm, 5um
Débit Iml/min Iml/min
Volume d’injection | 10pl 10ul
Temps d’analyse 15 minutes 15 minutes
Longueur d’onde 205/2bandes 220/2bandes

9. Considération éthique

Pour des raisons de confidentialité, les marques des échantillons de moustiquaires collectées
ne seront pas citées mais codifiées par des numeros.

10. Saisie et traitement des données

Le logiciel ChemStation de la chaine HPLC nous a servi de traitement automatique de
données pour le calcul des concentrations et des surfaces pour chaque analyte et les données

ont été saisies a 1’aide du Microsoft Excel.
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V. RESULTATS

Les concentrations théoriques en Deltamethrine dans les échantillons étaient de 1,4g/kg
(1400ppm) pour les échantillons de 100 deniers et de 1,8g/kg (1800ppm) pour 120 deniers.
Par contre elle était de 5,8g/kg (5800ppm) pour Alpha-cyperméthrine.

En utilisant les conditions chromatographiques de la méthode ; le pic du standard de
Deltaméthrine a été identifié a un temps de rétention moyenne de 3,27 min pour les trois
gammes de concentrations & 0,5ppm, 1ppm et 2ppm et celui de 1’ Alpha-cyperméthrine était de
3,17 min respectivement pour 0,5ppm, 1ppm et 2ppm.

Tableau I11: Matiéres actives d’imprégnation des moustiquaires imprégnées et les matériaux
utilisés pour la fabrication des moustiquaires.

Poids des

moustiquaires Concentration
Echantillons Substances actives Matériaux engramme  en ppm
P31-03-20-01-D Deltamethrine Polyester 651 1400
Y31-03-20-02-D Deltamethrine Polyester 623,4 1400
D31-03-20-03-D Deltamethrine Polyester 599,8 2000
P31-03-20-04-D Deltamethrine Polyéthylene 452,3 1800
M31-03-20-05-AC  Alpha-cyperméthrine  Polyéthylene 615,8 5800
R31-03-20-06-AC  Alpha-cyperméthrine  Polyéthyléne 457,4 5800
D31-03-20-07-AC  Alpha-cyperméthrine  Polyéthyléne 492,3 5800

Dans notre étude nous avons trouvé que la Deltaméthrine a été la substance la plus utilisée

pour imprégner les moustiquaires et le polyéthyléne était le matériau le plus employé.
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Tableau IV: Concentrations et surfaces moyennes lues des trois concentrations du standard

de Deltamethrine.

) ] Temps de
] Concentration ) Concentration Temps de ]
Matieres o Concentration Surface . retention
] théorique en moyenne lue  Surface rétention
actives lue en ppm moyenne . moyen en
ppm en ppm en minute )
minute
0,475188 24,60447 3,575
0,455353 23,53138 3,606
0,5 0,464028 24,08329 3,40525
0,458215 23,84131 3,211
0,467356 24,356 3,229
0,996391 52,80294 3,475
) 0,988958 53,58578 3,199
Deltamethrine 1 0,9962695 53,394185 3,34025
0,999709 52,98241 3,461
1,00002 54,20561 3,226
2,01105 110,86695 3,268
1,97083 108,61298 3,213
2 1,992815 108,520218 3,324
1,99937 107,06684 3,431
1,99001 107,5341 3,384

Nos résultants ont donné une surface moyenne de 24,08329 ; 53,394185 et 108,52018 pour

des concentrations respectives de 0,5ppm, 1ppm et 2ppm de Deltaméthrine.

Pour les concentrations, le détecteur a lu en moyenne 0,46ppm ; 0,99ppm et 1,99ppm

respectivement a 0,5ppm ; 1ppm et 2ppm injectées.
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Tableau V: Concentrations et surfaces moyennes lues des trois concentrations du standard de
I’ Alpha Cyperméthrine.

Temps de
Concentration Concentration Temps de rétention
Matieres théorique en  Concentration moyenne lue en Surface rétention moyenen
actives ppm lue en ppm ppm Surface moyenne  en minute minute
0,544619 18,7827 19,176 3,035 3,1115
0,5 0,5542975
0,563976 19,5693 3,188
Alpha 0,980262 33,17265  33,06479 3,22 3,191
o 1 0,9769265
Cyperméthrine 0,973591 32,95693 3,162
1,99749 66,77312 66,592745 3,179 3,181
2 1,99735
1,99721 66,41237 3,183

Nous avons obtenu une surface moyenne de 19,176 ; 33,06479 et 66,592745 respectivement
pour des concentrations de 0,5ppm, 1ppm et 2ppm pour Alpha-cyperméthrine avec des
concentrations moyennes lues de 0,5542975 ; 0,9769265 et 1,99735ppm.

a: blanc b: standard de deltaméthrine 0,5Sppm

W R A A AR

A A | 2 .~

c: standard de deltaméthrine 1ppm d: standard de deltaméthrine 2ppm
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Figure 2 : Chromatogrammes du blanc de travail ; de standard de Deltaméthrine a 0,5ppm,

1ppm et 2ppm.

R ) et A L T AL AR W e

—vee

a: blanc

T R Tl S I P i O I T TR I

-

c: STD d’alpha-cyperméthrine 1ppm

TR T T S AW TN WD T D WHIRSIVT

b: STD d’alpha-cyperméthrine 0,5ppm

R K S TN T S A Y Y VA S T T

- {'

d: STD d’alpha-cyperméthrine 2ppm

Figure 3 : Chromatogrammes du blanc de travail, de standard d’Alpha-cyperméthrine a

0,5ppm, 1ppm et 2ppm.
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Figure 4 : Droite de calibration du standard de Deltaméthrine.

Notre droite de calibration pour les trois concentrations théoriques a donné un coefficient de

corrélation r2 = 0,99948.

Cahibration Curve
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Figure 5 : Droite de calibration du standard de 1’ Alpha-cyperméthrine.

Nous avons obtenu avec 1’ Alpha-cyperméthrine un coefficient de corrélation r2 = 0,99933.
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Tableau VI: Détermination de la concentration mére de Deltamethrine dans les échantillons apres la premiere dilution par HPLC-DAD.

Poids des
Prises Concentration Surface Tempsde Tempsde
Type de Prise d'essai en Concentration moyenne lue Surface moyenne rétention rétention
d'essaie Echantillons mg lue en ppm en ppm des pics des pics en minute moyenne
190,6 10311,2 3,566
P31-03-20-01D-1  2,3619 181,2 185,9 9800,4 10055,8 3,462 3,514
210,0 11361,4 3,609
10*10 om? Y31-03-20-02D-1  2,39967 193,9 202,0 10490,5 10926,0 3,452 3,531
2141 11583 3,344
D31-03-20-03D-1  2,25337 228,5 221,3 12363,8 119734 3,622 3,483
23,7 1291,9 3,197
P31-03-20-04D1  2,12798 23,7 23,7 1328,6 1310,2 3,283 3,240
192,9 10437,9 3,549
P31-03-20-01D-2  2,2535 191,0 192,0 10332,1 10385 3,545 3,547
259,2 14022,6 3,527
Aléatoire Y31-03-20-02D-2  3,38106 253,7 256,5 13726,6 13874,6 3,467 3,497
352,0 19043,2 3,564
D31-03-20-03D-2  4,04989 351,8 351,9 19033,6 19038,4 3,513 3,539
69,8 3776,9 3,441
P31-03-20-04D-2 10,50646 68,4 69,1 3832,8 3804,8 3,228 3,335

Nous avons trouve que notre echantillon P31-03-20-04D impregné de Deltaméthrine avait une concentration moyenne de 23,7ppm pour
une prise d’essai de 2 ,12798g pour le type d’échantillonnage de 10x10 cm? et de 69,1ppm pour le type d’échantillonnage aléatoire avec
une prise d’essai de 10,50645g, donc sous-dosé en principe actif.

These de Pharmacie 2019-2020 Seydou TRAORE Page 33



CONTROLE DE QUALITE DES MOUSTIQUAIRES IMPREGNEES D’'INSECTICIDE PAR HPLC AU LABORATOIRE NATIONAL DE LA SANTE A BAMAKO

Tableau VII: Détermination de la concentration mére d’Alpha Cyperméthrine dans les échantillons aprés la premiére dilution par
HPLC-DAD.

Type de Poids des Concentration Surface Tempsde Temps de
Prise Prises Concentration moyenne lue  Surface moyenne rétention rétention
d'essaie Echantillons d'essaie lue en ppm en ppm despics  despics en minute moyenne
99,2 32421 3,203
M31-03-20-05-AC-01 2,65787 98,8 3229,3 3,191
98,4 3216,5 3,179
351,9 11502,4 3,147
1010 cm?  R31-03-20-06-AC-01 2,03815 357,6 11690,1 3,1755
363,4 11877,7 3,204
87,3 2853,7 3,148
D-31-03-20-07-AC-01  2,53433 87,9 2873,1 3,197
88,5 2892,6 3,246
118,6 3876,3 3,139
M31-03-20-05-AC-02 3,19194 1179 3853,1 3,1705
117,2 3830,0 3,202
253,1 8272,7 3,24
Aléatoire  R31-03-20-06-AC-02 2,42365 256,2 8373,6 3,231
259,3 8474,5 3,222
84,6 2766,9 3,158
D-31-03-20-07-AC-02  2,77802 86,5 2829,7 3,202
88,5 2892,6 3,246

Nous avons trouvé que 1’échantillon R31-03-20-06-AC une concentration moyenne de 357,6ppm en Alpha-cyperméthrine pour une prise
d’essai de 2,03815g pour le type d’échantillonnage delOx10 cm? et de 256,2ppm avec une prise d’essai de 2,42365g pour

I’échantillonnage aléatoire.
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Figure 6 : Chromatogrammes des échantillons de Deltaméthrine.
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Figure 7 : Chromatogrammes des échantillons de 1’ Alpha-cyperméthrine.
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Tableau VI11: Teneur en Deltaméthrine dans les échantillons de moustiquaires doseés par HPLC-DAD.

Volume  Prise
Type de Air Concentration de d'essai  Teneur Teneur Tauxde Marge
Prise Air Standard Standard dilution en Théorique réelen  recouvrement d'acceptation Résultat
d'essai Echantillons Echantillon 0,5ppm  ppm en mL gramme en ppm ppm en % +25% marge
P31-03-20-01D-1 10311,2  24,08329 0,464 20 2,362 1400 1682,209 120,158 25 30,039
10%10 em? D31-03-20-03D-1 11583  24,08329 0,464 20 2,253 2000 1980,709 99,035 25 24,759
Y31-03-20-02D-1 11361,4 24,08329 0,464 20 2,400 1400 1824,368 130,312 25 32,578
P-31-03-20-04D-1 1291,9 24,08329 0,464 20 2,128 1800 233,934 12,996 25 3,249
P31-03-20-01D-2 10437,9 24,08329 0,464 20 2,254 1400 1784,792 127,485 25 31,871
o D31-03-20-03D-2 19043,2  24,08329 0,464 20 4,050 2000 1811,878 90,594 25 22,648
Aleatolre Y31-03-20-02D-2 14022,6  24,08329 0,464 20 3,381 1400 1598,114 114,151 25 28,538
P-31-03-20-04D-2 3767,5 24,08329 0,464 20 10,506 1800 138,175 7,676 25 1,919

Nous avons obtenu de 1’échantillon Y31-03-20-02D un taux de recouvrement de 130% de Deltaméthrine avec 1’échantillonnage de

10x10 cm? et un taux de 114% avec I’échantillonnage aléatoire. Par contre 1’échantillon P-31-03-20-04D a donné un taux de

recouvrement de 12,99% et 7% respectivement pour le type d’échantillonnage de 10x10 cm? et aléatoire donc non conforme en matiere

active.
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Tableau IX: Teneur en Alpha-cyperméthrine des échantillons de moustiquaires dosés par HPLC.

Volume
Air Air Concentration Prise  Teneur Taux de Marge
) ) de ) ) Teneur réel ~ Résultat
Echantillons Echantill Standard Standard ~ d'essai Théorique recouvrement en d'acceptati
dilution en ppm marge
on 0,5ppm ppm en(g) enppm on +25%
en mL
M31-03-20-05AC-1 3242,1 19,17 0,5542975 20 2,65787 5800 705,4130238 12,16229351 25  3,040573378
R31-03-20-06AC-1  11690,05 19,17 0,5542975 20 2,03815 5800 3316,889688 57,18775323 25  14,29693831
D31-03-20-07AC-1 2853,7 19,17 0,5542975 20 2,53433 5800 651,172353 11,22710953 25  2,806777384
M31-03-20-05AC-2 3876,2 19,17 0,5542975 20 3,19194 5800 702,2669993 12,10805171 25  3,027012928
R31-03-20-06AC-2 8217,06 19,17 0,5542975 20 2,42365 5800 1960,637737 33,80409891 25  8,451024728
D31-03-20-07AC-2 2766,9 19,17 0,5542975 20 2,77802 5800 575,981982 9,930723827 25  2,482680957

Nous avons trouvé avec 1’échantillonnage de 10x10 cm? un taux de recouvrement moyenne de 28,86% contre 18,61% pour

I’échantillonnage aléatoire donc aucun échantillon de moustiquaire imprégnée de 1’ Alpha-cyperméthrine n’était conforme en matiére

active.
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V. DISCUSSIONS

Comme toute étude scientifique, nous avons été confronté a certaines difficultés pendant la
réalisation de cette these. Les principaux problemes ont été rencontrés avec notre chaine
HPLC qui longtemps inutilisée nous a donné des problemes de stabilisation de pression ainsi
que la ligne de base di a la phase stationnaire (colonne). Le manque de vial pour HPLC et de
ballons pour rotavapor a été parfois des sources de contamination de nos échantillons puisque
les anciens vials ont été recyclés et réutilisés car notre étude n’étant pas financée il nous
manquait de moyens pour acheter des nouveaux.

Les pics du standard de Deltaméthrine pour les trois gammes de concentrations a 0,5ppm ;
1ppm et 2ppm ont été identifiés au méme temps de rétention a 3,27min par contre les pics du
standard de 1’ Alpha-cyperméthrine a 0,5ppm ; 1ppm et 2ppm ont été respectivement identifiés
a 3,18 min; 3,16 min et 3,18 min ce qui donne en moyenne un temps de rétention de 3,17
minutes.

Une autre difficulté rencontrée a été la non collaboration de certains vendeurs de
moustiquaires, certains responsables de structures sanitaires et certains gérants des officines
de pharmacie qui ont refusé de donner la marque de leurs moustiquaires.

Le manque d’étude similaire sur le théeme a posé également des difficultés quant a la
comparaison et aux commentaires de nos résultats.

Au total sept échantillons de moustiquaires ont été analysees par chromatographie liquide
haute performance dont quatre imprégnées de Deltaméthrine et trois en Alpha-cyperméthrine.
Parmi les sept échantillons analysés trois moustiquaires répondaient aux normes de qualité en
matieres actives (toutes imprégnées de Deltaméthrine) et les quatre autres présentaient un
sous-dosage en principes actifs.

Deux types d’échantillonnage ont été appliqués pour extraire les matiéres actives.

Le type d’échantillonnage de 10x10cm? a obtenu le plus grand taux de recouvrement avec
130% contre 127% pour le type d’échantillonnage aléatoire.

La méthode analytique telle qu’optimisée dans le cadre de la présente thése a permis aisement
d’identifier et de quantifier les concentrations de Deltaméthrine et d’Alpha-cyperméthrine
incorporées ou enduites dans les moustiquaires en polyester et en polyéthyléne de haute
densité.

Une extraction solide-liquide a éeté appliquée pour extraire la Deltaméthrine et 1’Alpha-
cypermethrine des échantillons de moustiquaires en polyester et polyéthyléne. L’acétone et

I’acétate d’éthyle ont été utilisés pour 1’extraction des insecticides respectivement pour la
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Deltaméthrine et 1’ Alpha-cyperméthrine. Ce choix est justifié par le fait que ces insecticides
présentent une grande solubilité dans ces solvants.

Dans notre étude la Deltaméthrine et 1’ Alpha-cyperméthrine ont été identifiées respectivement
a des temps de rétention moyenne de 3,5 et 3,1 minutes, comparativement a 1’étude de D.
Jenkins et al [141]., qui a obtenu des temps de rétention de 5,9 minutes pour la Deltaméthrine
et 5,1 minutes pour I’Alpha-cyperméthrine. Cette différence pourrait étre expliquée par la
différence des conditions opératoires et chromatographiques qui ont été utilisées ; une colonne
chromatographique Lichrosorb Si60, 5 um, 150 x 4.6 mm a été utilisée pour leur séparation
avec un chromatographe de marque Agilent HP1100 couplé a un détecteur a barrette de diode
(DAD). Bagayogo et al [142]., a observé la Deltaméthrine & un temps de rétention de 4,3
minutes lors d’une étude de caractérisation des pesticides dans 1’eau par chromatographie
liquide haute performance avec un systeme HPLC de marque Agilent Technologie 1260
Infinit couplé a un détecteur a barrette de diode avec une colonne C18 4,6x250 ; 5um Eclipse
XDB.

Les concentrations moyennes obtenues sont de 159,4 & 217,8ppm pour la Deltaméthrine avec
des taux de recouvrement de 90,1% a 95,9%. Celles pour 1’ Alpha-cyperméthrine sont de 152
a 179,3ppm pour un recouvrement de 16,4 a 23,4%, ces résultats sont similaires en ce qui
concerne la Deltaméthrine et différents pour 1’Alpha-cyperméthrine a ceux obtenus par
I’ Autorité Australienne de Médecine Vétérinaire et pesticides (APVMA) [143]., qui a obtenu
des taux de recouvrement de 90,19% a 107,78% pour Deltaméthrine et de 86,08% a 107,12%
pour Alpha-cyperméthrine ; et de D. Jenkins et al [141]., qui ont obtenu des taux de
recouvrement de 98% a 101,2% pour la Deltaméthrine contre 99,4% a 101,4% pour 1’Alpha-
cyperméthrine.

Un coefficient de corrélation r2 =0,99948 a été obtenu pour la droite de calibration des
standards de travail dans notre étude, ce qui similaire a celui de D. Jenkins et al [141], qui ont
obtenu un r2 = 0,99996.
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VI. CONCLUSION

L’utilisation des moustiquaires imprégnées d'insecticide est une recommandation de ’OMS
pour les populations exposées au risque de paludisme pour sa prévention [3].

L’exposition aux pyréthrinoides se fait essentiellement par voie orale, inhalée et cutanée.
L’utilisation des moustiquaires imprégnées peut constituer une source d’exposition a ces
composés dont la Deltaméthrine et 1’ Alpha-cyperméthrine, cette exposition pourrait constituer
une cause d’intoxication aux pesticides. Ainsi la détermination de la teneur en Deltaméthrine
et en Alpha-cyperméthrine dans les moustiquaires imprégnées permet leurs usages rationnels.
Dans notre étude cette détermination a été effectuée par la chromatographie liquide haute
performance couplée a un détecteur a barrette de diode.

Au total pour sept (7) échantillons de moustiquaires analysées trois répondaient au norme de
qualité en matiére active et les quatre autres présentaient un sous-dosage en principe actif
donc non conforme en matiere active.

La méthode ainsi développée dans notre thése nous a permis d’identifier et de doser par
chromatographie liquide haute performance couplée a un détecteur a barrette de diode la
Deltaméthrine et 1’Alpha-cyperméthrine dans les moustiquaires en polyester et en
polypropyléne de fagon adéquate jusqu’a des concentrations de 0,5ppm et 1ppm. Nous
pouvons alors conclure que cette méthode peut fournir une approche plus simplifiée pour
tester une variété de moustiquaires en différents types de matériaux contenant de la

Deltaméthrine ou de I'Alpha-cyperméthrine.
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VIl. RECOMMANDATIONS
Au ministere de la santé et des affaires sociales

e A l’inspection de la santé

> EXxiger les tests de contrble de qualité aux programmes de lutte contre le paludisme et
les fournisseurs de moustiquaires imprégnées d’insecticides avant leurs distributions
ou leurs ventes a la population générale ;

» Informer et sensibiliser les utilisateurs de moustiquaires sur les risques d’exposition
aux insecticides ainsi que la sécurit¢ d’emploi des moustiquaires imprégnées
d’insecticides ;

e Au Laboratoire National de la Santé

» Mettre en place un systeme de contr6le qualité des moustiquaires imprégnées
d’insecticides ;

> Assurer la formation continue du personnel sur le controle qualité des moustiquaires
imprégnées d’insecticides a longue durée ;

Aux utilisateurs de moustiquaires imprégnées d’insecticides
» Respecter les bonnes pratiques d’utilisations des moustiquaires imprégnées
d’insecticide ;
> S’assurer de la qualité des moustiquaires imprégnées d’insecticides en vérifiant la
date de validité de celles-ci.
Aux vendeurs de moustiquaires imprégnées
S’assurer de la bonne provenance des moustiquaires afin d’offrir des intrants de qualité a la

population.
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ANNEXS
ANNEXE | : FICHE SIGNALETIQUE
Nom : TRAORE

Prénom : SEYDOU

Titre de la thése : controle de qualité des moustiquaires imprégnées d’insecticide par HPLC
au laboratoire national de la sante & Bamako.

Année universitaire : 2019-2020

Lieu de Soutenance : Faculté de pharmacie de Bamako

Lieu de dépdt : Bibliothéque de la Faculté de Médecine, de Pharmacie et
D’odontostomatologie de Bamako.

Tel : (00223) 72138350

Secteur d’intérét : Toxicologie, Chimie Analytique.

Résume

La principale mesure de lutte contre les moustiques vecteurs du paludisme dans la plupart des
programmes de lutte antipaludique est 1’usage des moustiquaires imprégnées d’insecticide

pour prévenir le paludisme.

L’objectif de cette thése était la Contribution au contrdle de qualité des moustiquaires
imprégnées d’insecticide par Chromatographie Liquide Haute Performance pour assurer leur
efficacité dans la prévention du paludisme au Laboratoire National de la Santé de Bamako,
Mali.

La méthode utilisée pour la quantification et 1’identification de la Deltaméthrine et 1’ Alpha-
cyperméthrine par HPLC est basée sur une extraction simple de Deltaméthrine dans 1’ Acétone

et Alpha-cyperméthrine dans 1’ Acétate d’éthyle pendant 2 heures.

Les conditions chromatographiques utilisées ont permis d’identifier et doser la Deltaméthrine
et 1’Alpha-cyperméthrine dans échantillons de moustiquaires a des temps de rétentions

respectifs de 3,27 minutes et 3,17 minutes.

La méthode a été mise en place pour I’identification et la quantification de la Deltaméthrine et

I’ Alpha-cyperméthrine dans les différents matériaux de moustiquaires.

Mots clés : Moustiquaire, Deltaméthrine, Alpha-cyperméthrine, HPLC.
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ANNEXE I : photos des appareils

BALANCE SEMI-MICRO ROTAVAPOR

SYSTEME HPLC
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AGITATEUR MECANIQUE POMPE A VIDE

COLONNE CHROMATOGRAPHIQUE
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ANNEXE 111 : Serment de GALIEN

SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la Faculté, des conseillers de I’Ordre des
Pharmaciens, et de mes condisciples :
» D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de
leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur enseignement
» D’exercer dans lintérét de la Santé Publique ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la législation en vigueur, mais
aussi les régles de ’honneur, de la probité et du désintéressement ;
» De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade
et sa dignité humaine ;
En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour
corrompre les meeurs et favoriser les actes criminels ;
Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses

Que je sois couvert d’opprobres et méprisé de mes confréres si j’y manque !

Je le jure.
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