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Ace-1 : Genes encoding Acetylcholinesterase (géne codant pour 1’acétylcholinestérase et
responsable de la résistance aux carbamates et aux organophosphorés chez les moustigques)
An. : Anopheles

ARN : Acide ribonucléique

ATSB : "Attractive Toxic Sugar Bait" (appat sucré attrayant toxique)
Bti : Bacillus thuringiensis israelensis

DS : Standard déviation (Ecart-type)

EDSM : Enquétes Démographiques et de Santé du Mali

Fo : Femelle sauvage

KDR : Knock down résistance (résistance d’effet de choc)

LDPE : Polyéthylene Linéaire de basse Densité
MILDA : Moustiquaire Imprégnee d’insecticides a longue durée d’Action

MRTC : Malaria Reserach and Training Center (Centre de recherche et de formation sur le

paludisme)

m : Métre
M : Mortalité

N : Nombre (généralement le grand total)

n : Nombre (nombre journalier)
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

P. : Plasmodium
PCR : Polymérase Chain Réaction (Réaction de polymérisation en chaine )

PID : Pulvérisation Intradomicilaire

PNLP : Programme National de Lutte contre le Paludisme
Te : Taux d’engorgement

TIE : Taux d’inoculation entomologique

Tm: Taux de mortalité

TPI: Traitement Préventif Intermittent
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RTS,S (Mosquirix™) : Vaccin a base de proteine recombinant actif contre Plasmodium

falciparum

SEBS: Styréne Ethyléne Butyléne Styréne

s.l. : Sensu lato (Sens large)

s.S. : Sensu stricto (Sens strict)

USTTB : Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako
UV : Ultra-Violet

v : Vivant

% : Pourcentage
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1. INTRODUCTION

Le paludisme est une protozoose due a un hématozoaire du genre Plasmodium transmis a
I’homme par la piqlre d’un vecteur infestant, anophéle femelle. Il existe cing espéces de
parasites responsable du paludisme chez I’homme : Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae et Plasmodium knowlesi (1). Le paludisme
est trés répandu en Afrique, et les enfants de moins de 5 ans ainsi que les femmes enceintes
sont les plus vulnérables (1). Selon les données de I'Enquéte Démographique et de Santé du
Mali (EDSM-VI) en 2018, le taux de prévalence du paludisme était de 19 % (2).

Les stratégies nationales de lutte contre le paludisme reposent essentiellement sur le
traitement curatif précoce par les combinaisons thérapeutiques a base d’artémisinine CTA, la
chimio-prévention du paludisme saisonnier chez les enfants de 3 a 59 mois (CPS), le
traitement Préventif Intermittent (TPI) par la sulfadoxinepyriméthamine chez la femme
enceinte (1) et la lutte anti vectorielle par I’utilisation d’insecticide chimique a travers les
moustiquaires imprégnées d’insecticides a longue durée d’action (MILDA) majoritairement,

la pulvérisation intra domiciliaire (PID) et la lutte anti-larvaire limitées a certains endroits (1).

Au Mali, a I’instar des autres pays, les anopheles développent des résistances par modification
de cible (KDR, ace-1, RDL), métabolique (détoxication, excrétion), cuticulaires et
comportementales (piqlres a I’extérieur et ou a des heures inhabituelles) a certains
insecticides utilisés pour 1’imprégnation des moustiquaires et pour la PID, limitant ainsi le
controle et 1’élimination du paludisme. Face a cette résistance de plus en plus expansive et a
I’absence de développement rapide de nouvelles molécules insecticides, 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) encourage le déeveloppement de nouvelles stratégies de lutte
antivectorielle afin d’apporter d’éventuelles solutions aux problémes de résistances et de la
transmissions persistantes (transmission résiduelle) (3). C’est dans ce contexte que les appats

sucrés attrayants toxiques ou ATSB (Attractive Toxic Sugar Bait) ont été developpés.

I1 s’agit d’un nouvel outil de lutte antivectorielle dont le principe est basé sur 1’attraction et
I’induction a la mort des moustiques imagos par ingestion de jus sucré toxique : I’approche
« attirer-tuer ». En effet le sucre est crucial pour la survie des anopheles (4-6), car il constitue
la principale source d’énergie pour de nombreuses activités biologiques tels que I’essaimage

pour ’accouplement, la recherche d’un repas de sang, la recherche d’un site de ponte et pour
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I’alimentation. Le concept d’ATSB est de fournir un repas de sucre attractif et mortel pour les
moustiques de sorte a réduire considérablement la population des adultes. A la différence des
outils existants de lutte a base d’insecticide (MILDA, PID) qui agissent le plus souvent par
contact, les ATSB agissent par ingestion. Cela leur permet donc de s’affranchir des problémes
de résistances que connaissent les insecticides de contact. De plus, les ATSB ciblent a la fois
les males et femelles qui se nourrissent tous deux de sucre (méme si la femelle en plus, se
nourrit de sang). L’efficacité des ATSB dans la lutte contre les vecteurs du paludisme a été

démontrée dans de nombreuses études au Mali (7-10) et dans d’autres pays (11,12).

Ainsi, avant leur mise sur le marché, ces stations nécessitaient certaines évaluations portant
sur leur efficacité, leur rémanence et leur durabilité en milieu semi ou naturel. De ce fait, une
premiere génération de station ATSB avait été confectionnée et testée afin de déterminer son
efficacité, sa durabilité et sa rémanence (13,14). Ces tests ont démontré que cette premiere
version des stations ATSB avait une membrane trés rigide, ce qui limitait I’accés des
moustiques a la solution ATSB. De plus la membrane suintait, ce qui laissait couler la
solution ATSB. Ces défaillances pouvaient donc affecter 1’efficacité et la durabilité des
stations ATSB. Partant de ce constat, une amélioration des stations s’avérait nécessaire. C’est

ainsi qu’une seconde version de station ATSB a vu le jour.

Si la premiére version de la station ATSB (de dimension 20/28cm) avait une membrane rigide
faite a base de polyéthyléne linéaire de basse densité (LDPE), la seconde version avait une
membrane faite de styréne-éthylene butylene-styréne (SEBS) ce qui la rendait souple, molle,
élastique et avec une plus petite dimension (18/26cm). Afin de vérifier ’amélioration de la
premiere version, nous proposons a travers cette these d’évaluer la rémanence, 1’efficacité et

la durabilité de ces deux versions de stations ATSB.
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2. OBJECTIFS
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2.1.  Objectif général
Evaluer I’efficacité et la durabilité de deux versions de membranes ATSB.
2.2.  Objectifs spécifiques

» Determiner le taux d’engorgement d’An. gambiae s.l. a 24 et 48 heures apres
exposition aux deux versions de membranes ATSB ;

> Déterminer le taux de mortalité des populations d’An. gambiae s.l. a 24 et 48 heures
apres exposition aux deux versions de membranes ATSB ;

» Determiner 1’intégrité physique et la variation du poids au cours du temps des deux

versions de membranes ATSB.
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3. GENERALITES
3.1.  Paludisme de nos jours : épidémiologie
3.1.1. Répartition géographique

Le paludisme est tres répandu dans la zone intertropicale. La répartition géographique du
paludisme varie d’une zone a I’autre a cause des facteurs épidémiologiques (distribution des
anopheles, capacité vectorielle, caractéristiques biologiques des différentes especes de

Plasmodium, immunité, etc.) qui influencent sa transmission (17).

Selon I’OMS, le nombre de cas du paludisme en 2020 a travers le monde est estimé a 241
millions dans 85 pays d’endémie palustre (y compris la Guyane en France) soit une hausse par
rapport aux 229 millions de cas rapportés en 2019 et aux 227 millions en 2000 (1) (Fig. 1). En
2015, le nombre de cas de paludisme était estimé a 224 millions lors de la définition de la
Stratégie technique mondiale de lutte contre le paludisme 2016-2030. Le nombre de déces dus
au paludisme a progressivement baissé entre 2000-2019 passant de 896 000 a 558 000 cas. En
2020, avec la perturbation des services pendant la pandémie du covid-19, le nombre de déceés
dd au paludisme a augmenté de 12% par rapport a 2019 atteignant 627 000 cas (1). Les
enfants de moins de 5 ans représentaient 87% des personnes ayant un déces associé au
paludisme en 2000, contre 67% en 2019 et malheureusement 77% en 2020. Dans le monde,
pres de 96% des décés dus au paludisme ont été enregistrés dans 29 pays. Six 6 pays ont
concentré plus de la moitié de décés soit prés de 55% dans le monde en 2020 (le Nigeria
26,8%, la Républiqgue Démocratique du Congo 12,0%, 1’Ouganda 5,4%, le Mozambique
4,2%, 1’ Angola 3,4% et le Burkina Faso 3,4%) (1).

La région Afrique représente a elle seule 95% (228 millions) des cas estimés en 2020 (1).
Ainsi, méme si le nombre de cas de paludisme était moins élevé (204 millions) en 2000 qu’en
2019, I’incidence du paludisme a baissé de 368 a 222 cas pour 1 000 habitants exposés au
risque de paludisme sur cette période avant de subir une hausse de 232 en 2020 en raison de la
perturbation des services pendant la pandemie du covid-19, ce qui rend complexe
I’interprétation de 1’évolution de la transmission de la maladie au sein d’une population qui ne
cesse de croitre (passant de 665 millions en 2000 a 1,1 milliard en 2019). La région Afrique

regroupe a elle seule 96% des déces globaux. Si ce nombre de décés global di au paludisme
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avait diminué de 36% passant de 840 000 en 2000 a 534 000 en 2019, il est malheureusement
remonté a 602 000 en 2020. Cependant la mortalité associée a baissé de 62% entre 2000-
2020. Selon les estimations, 1,7 milliards de cas de paludisme et 10,6 millions de déces
associés ont été évités dans le monde entre 2000 et 2020. La plupart des cas (82%) et des
déces (95%) évités I’auraient été dans la région Afrique de ’OMS (1). Le paludisme existe
faiblement en Afrique du Nord, ou ’on rencontre les espéces Plasmodium vivax et P.
malariae. 11 est largement répandu dans toute 1’Afrique intertropicale ou coexistent P.
falciparum, P. ovale et, pour une moindre part, P. malariae (1). Dans certaines zones
d’Afrique de I’Est, on rencontre aussi P. vivax. La transmission est intense a Madagascar, ou
les quatre especes coexistent. Généralement, les zones de fortes endémies en Afrique partent
de la sous-région du Sahara et s’étendent a la zone équatoriale (1).

Premiere cause de morbidité et de mortalité au Mali, le paludisme impacte majoritairement les
enfants de moins de cing ans avec une prévalence de 19 % en 2019 (17). Le Mali fait partie
des 10 pays d’Afrique ou le nombre de cas du paludisme est le plus élevé (> a 3 % des cas
globaux) et des 7 pays ou le nombre de déces dans le monde est > a 3 % (1). A I’instar de la
tendance mondiale entre 2016 et 2019, le Mali a aussi connu une baisse du nombre de cas
passant de 6 902 717 a 6 559 792 puis une hausse en 2020 (7 238 665 cas) tandis que le
nombre de décés n’a cessé de croitre entre 2016 et 2020 en passant de 13 598 a 19 316 (1). La
prévalence du paludisme varie d’une région a I’autre, de 1 % a Bamako a 30 % dans la région

de Sikasso (17).

)
B *
Nt T
—
Hl One or more indigenous cases Bl Certified malaria free after 2000
Zero indigenous cases in 2018-2020 [__] No malaria
Zero indigenous cases in 2019-2020 Not applicable

Bl Zero indigenous cases (>3 years) in 2020

Figure 1. Répartition géographique des cas de paludisme dans le monde (Source : OMS,
2020)

Thése de Pharmacie 2022 8 Fatoumata dite Inna TRAORE



Evaluation de | ‘efficacité et de la durabilité de deux versions de membranes des stations d’Appat de Sucre
Toxique Attrayant (ATSB)

3.2. Parasites responsables du paludisme

Le Plasmodium est un parasite hématozoaire flagellé des vertébrés et dont la transmission est
assurée par la piqre d'un arthropode hématophage (18). Ce sont des protozoaires appartenant
au Domaine des Eukaryota, au Regne des Chromalveolata, a la Division des Alveolata, au
Phylum des Apicomplexa, a la Classe des Aconoidasida, a 1’Ordre des Haemosporida, a la
Famille des Plasmodiidae et au Genre Plasmodium. Il existe cing especes plasmodiales chez

’Homme :

- Plasmodium falciparum : responsable de la fiévre tierce maligne, est 1’espéce la plus
redoutable, la plus répandue, la plus dangereuse, la plus pathogéne et la plus mortelle surtout
dans les zones intertropicales ou le paludisme sévit de facon endémique. En Afrique P.
falciparum est dominant avec 98,1% des cas estimes de paludisme en 2020 selon I’'OMS (1).
Il est également présent dans les zones tropicales d’Amérique Latine et d’Asie. Il est
responsable de la quasi-totalité des décés dus au paludisme et représente 85 a 90% de la
formule parasitaire au Mali (19). Le 6 octobre 2021, I'OMS a recommandé l'utilisation du
vaccin RTS,S (Mosquirix™), un vaccin a base de protéine recombinant actif contre
Plasmodium falciparum pour prévenir le paludisme a P. falciparum chez les enfants vivants

dans des zones de transmission a haute prévalence (1).

- Plasmodium vivax : est responsable de la fievre tierce bénigne et est beaucoup moins
virulent que P. falciparum mais coexiste avec celui-ci dans de nombreuses parties du monde
(19). 1l est beaucoup plus rarement observé en Afrique ou son pourcentage d’infection a
diminué, passant de 8 % (18,5 millions) en 2000 a 2 % (4,5 millions) en 2020 (1).

- Plasmodium ovale : est responsable de la fiévre tierce bénigne, présent surtout dans les
régions ou P. vivax est absent ou rare (Afrique noire). Principalement trouvée en Afrique de
I’ouest, cette espéce ne tue pas mais peut entrainer des rechutes 4 a 5 ans apres la primo
infection (19).

- Plasmodium malariae : Il est 1’agent responsable de la fievre quarte avec une distribution
mondiale tres inégale. 1l n’est pas meurtrier mais peut entrainer des rechutes jusqu’a 20 ans
apres la primo infection. C’est un parasite essenticllement présent en Afrique et en Asie (19).

- Plasmodium knowlesi : Parasite de singe (macaques a longue queue), il peut aussi infecter
I’Homme. Cette espece est présente uniquement dans certaines régions d'Asie du Sud-Est

(Malaisie, Singapour, Thailande, Myanmar, Vietnam, Philippines et Cambodge). C’est une
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espece dont I’inféodation a I’homme a été récemment mise en évidence. Plasmodium

knowlesi est responsable souvent jusqu’a 70% de cas de paludisme en Asie du Sud (20-22).

3.2.1. Cycle biologique du parasite
3.2.1.1. Schizogonie ou multiplication asexuée chez ’lHomme

3.2.1.1.1. Schizogonie hépatique ou exo-érythrocytaire

Lorsque 1’anophe¢le femelle prend son repas de sang sur un individu, elle lui injecte le parasite
(sporozoites) present dans sa salive. Les sporozoites restent dans le sang une demi-heure
avant de gagner les hépatocytes qui leurs servent d’hotes. C’est la phase de schizogonie
hépatique (cycle exo-érythrocytaire 1) (23). Les sporozoites vont se transformer en
trophozoites hépatocytaires, qui par la suite vont grossir avant de se diviser en plusieurs fois
dans le noyau. Au bout de 8 a 15 jours, I’hépatocyte est envahi par une masse de corps bleu
appelée schizontes hépatocytaires (23). A la maturité on observera un éclatement des

schizontes et une libération des mérozoites dans le sang (Fig. 2).

3.2.1.1.2. Schizogonie érythrocytaire ou endocytaire

Chaque meérozoite pénétre dans une hématie et se transforme alors en trophozoites. Le
parasite évolue : il augmente de taille, s’arrondit en prenant l'aspect d'une bague a chaton, se
divise pour donner des schizontes matures (corps en rosace). Ensuite les hématies parasitées
éclatent en libérant les parasites infectieux (mérozoites). Les mérozoites deuxieme génération
libérés dans le sang vont infecter d’autres hématies saines. Ce cycle de 48 a 72 h détermine
I’accés fébrile et varie en fonctions des espéces plasmodiales. Certains schizontes vont

devenir des gamétocytes males, d’autres des gamétocytes femelles (Fig. 2).

3.2.1.2. Sporogonie ou multiplication sexuée chez I’anophéle

Lorsque le moustique prend son repas sur un individu dont le sang est parasité, tous les
parasites sont digérés sauf les gamétocytes. Les gamétocytes males et femelles se retrouvent
dans I’estomac du moustique : C’est 1’étape sexuée de la reproduction du paludisme (23). Les
gamétocytes femelles se transforment en macrogameétes tandis que les gamétocytes males
subissent une ex- flagellation en donnant plusieurs microgameétes. Dans [D’intestin du
moustique, il y aura la fusion d’un microgameéte male et d’une macrogamete femelle pour

donner un ceuf mobile : 1’ookinéte. Celui-ci migre a travers la paroi digestive puis se fixe sur
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la paroi externe du tube digestif. Il se transforme alors en oocyste (23). L’oocyste donne a son
tour naissance a de nombreux sporozoites infestants qui seront libérés par éclatement de la
cellule. Les sporozoites migrent jusqu’a la glande salivaire du moustique. Un nouveau cycle
peut commencer (Fig. 2).
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Figure 2. Cycle de développement de Plasmodium falciparum : A) cycle chez le moustique ;
B) cycle chez [’Homme (Sherman, 2005)
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3.3.  Anopheles vecteurs

Le paludisme humain est généralement transmis par la piqure infectante d’un moustique
femelle appelé anophele. Sur le plan de la nomenclature, les anophéles appartiennent au
Regne des Animalia, au Phylum des Arthropoda, & la Classe des Insecta, a 1’Ordre des
Diptera, au Sous-ordre des Nematocera, a la Famille des Culicidae et a la sous-famille des
Anophelinae et au Genre Anopheles.

Sur plus de 3000 especes de moustiques identifiés dans le monde, environ 400 appartiennent
au genre Anopheles parmi lesquelles une soixantaine sont capable de transmettre le
Plasmodium humain. Sur le continent africain, les vecteurs majeurs sont au nombre de huit :
An. gambiae, An. coluzzii, An. arabiensis, An. funestus, An. merus, An. melas, An. moucheti,
An. nili avec les trois premiers cités qui sont les plus dominants et appartiennent au complexe
Anopheles gambiae (24). Le complexe Anopheles gambiae (ou Anopheles gambiae s.l)
comporte 9 espéces jumelles ou cryptiques (impossible a différencier morphologiquement) :

- Anopheles amhricus (Hunt, Wilkerson & Coetzee, 2013);

- Anopheles arabiensis (Patton, 1904) ;

- Anopheles bwambe (White, 1985) ;

- Anopheles coluzzii (Coetzee & Wilkerson, 2013) ;

- Anopheles fontenillei (Barron, Paupy & Rahola, 2019) ;

- Anopheles gambiae (Giles, 1902) ;

- Anopheles melas (Théobald, 1903) ;

- Anopheles merus (Donitz, 1902) ;

- Anopheles quadriannulatus (Théobald, 1911).
Ces especes jumelles ont des aires de répartition variables en Afrique (Fig. 3). Au Mali, ce
sont les vecteurs du complexe An. gambiae et du groupe An. funestus qui transmettent le
paludisme (25).
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An. coluzzii et An. gambiae A An. bwambae
[IIT An. arabiensis I An. amahricus
&= An. quadriannulatus Wl An. melas
= An. merus OAn. fontenillei

Zone de sympatrie de ces cinq especes

Figure 3. Répartition géographique des membres du complexe Anopheles gambiae en Afrique
(d’apres Danis et Mouchet, 1991, actualisé en 2020)
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3.3.1. Cycle biologique des anopheles
Les anopheles ont deux phases de vie ; une premiere phase aquatique et une seconde phase

qui est aérienne (Fig. 4).

Cycle biologique

>

L
L1

i

[T

Accouplement

Engorgement
Source: MRTC /Laboratoire de Génomique 2014

Figure 4. Cycle biologique des anophéles (MRTC, 2014)

3.3.1.1.  Stade aquatique

Les ceufs : I’anophele femelle ne s’accouple généralement qu’une seule fois durant toute sa
vie. Apres I’accouplement, la maturation des ceufs nécessite des protéines sanguines, amenant
ainsi I’anophele femelle a prendre un repas de sang (24). La maturation des ceufs dure environ
48 heures a I’issu desquels la femelle cherchera au crépuscule un site de ponte. L’anophéle
femelle peut pondre en une seule ponte environ 50 a 300 ceufs isolement. De couleur

blanchéatre a la ponte, les ceufs deviennent bruns au bout de quelques minutes. Les ceufs sont
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fusiformes et mesurent environ 1 mm de long. Ils sont dotés également de deux flotteurs
latéraux (24).

Les femelles anopheles pondent le plus généralement leurs ceufs sur les surfaces des eaux
contenues dans les vieux ustensiles, arrosoirs ou seaux rempli, dans les égouts bouchés,
fosseés, marécages, les pneus délaissés, dans les eaux stagnantes, des eaux de mares, de
riviéres, de lacs. Lorsque les conditions sont favorables, les moustiques peuvent vivre environ

1 mois et pondre jusqu’a 7 fois (24).

Les larves : 1 a 2 jours apres la ponte, les ceufs deviennent matures. 1lIs éclosent en donnant
naissance a des larves. Les larves n’ont pas de pattes mais ont une téte, un gros thorax et un
abdomen ; et peuvent mesurer environ 12 a 15 mm (24). Les larves flottent a la surface de
I’eau ou juste en dessous afin de ne pas s’étouffer et de pouvoir respirer, elles se nourrissent
par filtration des microorganismes et des matiéres organiques se trouvant dans I’eau de leur
gites. Au cours de cette phase, le moustique passe par 4 stades larvaires (L1, L2, L3 et L4)
(Fig. 4). Celle-ci inclus une mue chaque 2 jours. La larve au stade quatre fait 3 ou 4 jours
avant de devenir une nymphe. Dans les conditions normales, le stade larvaire peut durer
moins d’une dizaine de jours. Les larves sont généralement retrouvées dans les eaux un peu

claires, contenant des débris végétaux peu ou pas ensoleillées selon les especes (24).

Les nymphes (ou pupes) : Elles constituent la derniere étape du stade aquatique. La nymphe a
une forme de virgule (24). Elle ne se nourrit pas et vit encore 2 ou 3 jours a la surface de I’eau
presque immobile mais plonge dés qu’elle se sent dérangée. En général, les nymphes femelles
sont plus grandes que les méles (24). Au moment de I’émergence, la nymphe mature
s’immobilise sur la surface de I’eau, le tégument se trouvant sur sa face dorsale se fend
longitudinalement. Le moustique adulte parfaitement émergé reste immobile pendant un
certain temps a la surface de 1’eau pour sécher ses ailes, ce qui permettent aussi le
durcissement de son corps (24). Apres ce temps d’assechement, il est prét a prendre son

envol.

3.3.1.2.  Stade aérien ou moustique adulte
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Aprés I’émergence le moustique prend son premier repas de sucre (24). Au crépuscule, les
moustiques males forment de grands essaims, les femelles s’y infiltrent et en profitent pour
s’accoupler. L’anophele femelle ne s’accouple généralement qu’une seule fois au cours de sa
vie. Les moustiques males se nourrissent de nectars de fleurs, de jus sucré et n’ont pas besoin
de repas sang contrairement aux moustiques femelles qui en plus de se nourrir comme les
males sont hématophages et ont forcément besoin d’un repas de sang pour la maturation de
leurs ceufs (24). Les femelles prennent leurs repas de sang sur les personnes non protégées par
les outils de prévention soit a l’intérieur des maisons (endophages) ou a 1’extérieur
(exophages). Elles vont ensuite se reposer soit a 1’intérieur des maisons (endophiles) sur les
murs, sur ou sous les meubles ou a I’extérieur (exophiles) pour digérer leurs repas de sang
(24). Apreés la digestion et la maturation des ceufs, les femelles vont pondre puis chercher un
nouveau repas de sang. La période entre la recherche, la prise de sang et la ponte est appelée
cycle gonotrophique. La durée de vie des adultes est de 3 semaines a un mois au laboratoire a

I’insectarium (24).

3.4.  Lutte antivectorielle du paludisme

La lutte antivectorielle est une méthode de lutte contre le moustique anophele. Elle vise a
réduire ou a supprimer compleétement le contact entre I’homme et le vecteur qui transmet le
Plasmodium. C’est le principal moyen de freiner le développement des moustiques vecteurs,
de protéger ’Homme contre les piqures de moustiques et de réduire la transmission du
paludisme.

Il existe différentes méthodes de lutte antivectorielle.

3.4.1. Lutte physique
La lutte physique consiste a changer 1’environnement dans lequel vivent les moustiques. Elle
vise surtout a réduire ou a éliminer les gites de reproduction des anopheles (24). Les méthodes

les plus connus sont : le drainage, le comblement, le boisement.
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3.4.1.1. Drainage

Consiste a détruire définitivement les ceufs, larves et les nymphes de moustiques qui vivent
dans les eaux stagnantes avant leurs &ges adultes en les entrainant vers des milieux
défavorables a leur développement. Cette méthode assez couteuse se fait par évacuation des
eaux du gite des moustiques a l'aide d'un réseau de drain, de canalisations souterraines, et

d’un systéme de pompage.

3.41.2. Comblement

Cette méthode consiste a combler les gites larvaires avec des pierres, de terres de
constructions. Le comblement est utile pour des gites de petite superficie, et de moyenne
profondeur. Bien qu’il soit couteux, le comblement reste trés efficace pour la lutte

antivectorielle.

3.4.2. Lutte biologique

Elle consiste a utiliser en masse des parasitoides ou des prédateurs (ennemis naturels des
anopheles) afin qu’ils luttent contre ces derniers, tout en respectant l'environnement. On peut
citer parmi ces prédateurs les poissons a moustiques Gambusia affinis, Poecilia reticulata et
Nothobranchius rachov, les protozoaires tels que les Nématodes (Nosema), les champignons
microscopiques du genre (Metarhizium), les bactéries telles que Bacillus thuringiensis var.
israelensis (Bti), Les produits d’origine naturelle extraits de plantes telles que 1’huile de
citronnelle, I’huile de Java et I’huile de Ceylan introduits dans les habitations des moustiques

peuvent aussi tuer les moustiques.

3.4.3. Lutte génétique : en cours de développement

Cette méthode de genie génétique a pour but de rendre les moustiques stériles ou de les
exterminer progressivement par modification de leurs patrimoine génétique en insérant des
génes d’intérét ou en irradiant les ceufs par des rayons X (24). Pour la réussite de cette lutte
les chercheurs introduisent chez les moustiques un géne qui supprime le chromosome X au
cours de la transmission, et un gene de forgcage génétique (Gene drive), qui « oblige » le géne
introduit a étre transmis (24). Une technique moléculaire appelée « interférence ARN » est

aussi testé. Elle consiste a insérer un brin d'/ARN dans les embryons de moustiques,
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provoquant la technique Crisper-Cas9 la désactivation d'un géne essentiel pour le
développement des testicules et I’arrét de la production de spermatozoides. Les manipulations
intéressent également les plantes telle que les algues. Elles sont génétiquement modifiées par
intégration de génes de toxines bactériennes qui se reproduisent dans les gites larvaires et

agissent sur les larves de moustiques (24).

3.4.4. Lutte chimique
3.4.4.1. Larvicides chimiques

Il s’agit de mettre des insecticides a la surface de I'eau qui abrite les gites larvaires et
d'exposer ainsi les larves a des substances naturelles ou de synthese qui provoquent leur mort

par empoisonnement. Le Téméphos et le Fenthion sont les organophosphorés les plus utilisés.

3.4.4.2. Moustiquaires imprégnées d’insecticide (MILDA)

Pour une meilleure protection de la population contre les moustiques et leurs piqtires, I’OMS
recommande de distribuer gratuitement les moustiquaires imprégnées d’insecticides a longue
durée d’action (MILDA) a toutes les populations a risque dans le monde notamment aux
femmes enceintes et aux enfants de moins de 5 ans (17). Les MILDA contiennent des
pyréthrinoides, qui sont des composés efficaces a faible dose, peu nocifs pour I’Homme mais
irritants, dissuasifs et répulsifs pour les moustiques (effet excito-répulsif). Les MILDA
constituent aussi un obstacle physique pour les moustiques. Elles permettent de réduire le
contact entre le moustique vecteur et ’Homme en les assommant dés qu'ils rentrent en contact
avec le tulle avant de les tuer. Elles protégent la personne endormie contre les agressions
physiques (piqdres) et sonores des moustiques. L’acceés général et 1’utilisation répandue des
moustiquaires imprégnées d’insecticides dans la communauté permettent de tuer un grand
nombre de moustiques (17). En 2019, environ 46 % de la population exposée au risque de
paludisme en Afrique étaient protégées par des moustiquaires imprégnées, contre 2 % en
2000. La couverture des MILDA n’a toutefois augmenté que marginalement depuis 2016
7).
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3.4.4.3.  Pulvérisation intra domiciliaire (PID)

La pulvérisation d'insecticides a effet rémanent a I’intérieur des habitations est I'une des
principales méthodes de lutte antivectorielle du paludisme a grande échelle. Elle consiste a
pulvériser de I’insecticide liquide sur les murs et plafonds a D’intérieur des habitations
réduisant ainsi le nombre de moustiques qui entrent dans la maison pour se reposer
(endophiles) et par consequent le nombre de piqures des anopheles. La PID ne tue pas les
moustiques exophages et exophiles par contre les anopheles endophages et endophiles (qui
viennent piquer et se reposer dans les chambres traitées a 1’insecticide pour digérer leurs
repas) sont tués. La PID a contribué a éliminer le paludisme dans de vastes zones en Asie, en
Russie, en Europe et en Amérique latine (26). Les programmes de PID ont également été
réalisés avec succes dans certaines parties de 1’ Afrique (27). Pour obtenir un meilleur résultat,
80% des habitations ou structures collectives de la zone concernée doivent étre pulvérisées
une a deux fois par an tout en préservant les surfaces traitées sans faire de replatrages

intempestifs (28).

3.4.4.4. Insecticides oraux : cas et concept des ATSB

Les méthodes de lutte antivectorielle sont certes efficaces dans la lutte contre le paludisme
mais elles ont également leurs limites et leurs inconveénients. Certaines méthodes restent tres
colteuses pour la population, d’autres pour leurs toxicités représentent des dangers pour
I’Homme, pour I’environnement et pour les organismes non ciblés. La zone de couverture est
souvent limitée qu’a I’intérieur des habitations humaines, ce qui conduit en plus de la pression
des insecticides les moustiques a développer des résistances comportementales afin d’éviter
les insecticides (29). La limitation du contact entre ’Homme et le vecteur est entravée,

contribuant ainsi & une transmission résiduelle du paludisme (30).

Aux vues de tous ces problemes, il est nécessaire de développer de nouveaux outils de lutte
contre les moustiques ciblant cette transmission résiduelle tout en contribuant a la
transmission globale. Ces outils se doivent de lutter non seulement contre les problémes de
résistance mais aussi d’avoir un faible impact sur les organismes non ciblés. Les ATSB,
essaient de répondre a cette attente en appatant les moustiques avec du sucre nécessaire a leur
besoins vitaux (4-6). En effet, des chercheurs ont démontré que le sucre des fruits était non

seulement une source d’alimentation pour les anophéles mais aussi essentiel pour leur survie
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(4). Il a été constaté sur les terrains pauvres en sucre que les moustiques étaient moins
nombreux et leur durée de vie était plus courte, que ceux-ci n’avaient pas le temps de devenir
des vecteurs capables de transmettre le paludisme et en outre, il fallait plus de temps aux
moustiques femelles présentes sur ces sites pour pondre leurs ceufs. (4). Les chercheurs ont
pensé mettre a profit cette attirance pour appater les moustiques et les tuer par la suite d’ou

I’idée du concept ATSB.

La méthode consistant a appater les insectes a été décrite pour la premiére fois dans les écrits
de 77 apres Jésus Christ (31). On observe qu’au cours des 60 derniéres années les appats des
moustiques au moyen d'appats sucrés toxiques s'est rapidement développé. Les appats de
sucre toxiques attrayants ou ATSB sont des insecticides oraux congus pour tuer les

moustiques ce qui

par ailleurs contribuera a réduire les infections de paludisme. Les appats de sucre toxiques
attrayants sont fabriqués a partir d'ingrédients facilement disponibles et peu colteux dans les
zones tropicales et subtropicales. 1ls se composent généralement d'un composant toxique oral,
le dinotéfurane, d'un composant de sucre pour encourager l'alimentation sur I'ATSB, et d'un

composant parfumé qui attire les moustiques ou d'autres insectes vecteurs (31).

Ce concept est basé¢ sur I’emploi de jus de fruits mirs connus pour leurs richesses en
substances volatiles végétales attrayantes et pour leurs disponibilités et leurs accessibilités
faciles a la population (la goyave, le melon et le miel). La solution a été préparée en
mélangeant 30 % de jus de goyave, 30 % de jus de melon, 25 % d'eau, 12 % de cassonade
P/V, 2 % de biére de millet locale, de I'acide borique (la substance Iétale pour les moustiques)
a 1 % comme ingrédient actif et 1 % (P/V) de concentré BaitStab™ (Westham Innovations,
Ltd, Israél) pour la conservation et la stabilisation de I'appéat (Fig. 5). Comme les appats sont
généralement invisibles apres I'application, un colorant alimentaire bleu (1 : 200) ou rouge
(Azorubine) (Stern, Natanya, Israél) a était ajouté aux solutions ATSB, permettant
I'identification d'insectes qui se seraient nourris de solutions d'appat par inspection visuelle

des intestins colorés.

Au début de leur conception, les solutions ATSB ont été mises dans des bouteilles de 1,5 L en

faisant une large ouverture sur les cotés afin que les moustiques viennent s’y alimenter
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facilement (32) (Fig. 5). Dans I’optique d’innover et rendre les stations ATSB plus simple,
légere, les bouteilles ont été délaissées au profit des dispositifs en forme de champignons (Fig.
6). Le chapeau du champignon était recouvert du produit ATSB et attirait les moustiques qui
venaient s’y poser pour s’alimenter avant d’étre tués. En vue d’une vulgarisation future, une
production industrielle des stations ATSB par la société Westham Co a vu le jour. Le nouveau
produit est sous forme de plaque rectangulaire avec 16 poches en membrane de couleur noire
(qui est une imitation de la peau) et contenant 100g la substance active. Cette conception

facilite leur utilisation et I’accés de leurs contenues aux moustiques. Les ATSB sont fixés a

I’extérieur des habitations humaines afin d’attirer les moustiques pour se nourrir.

Figure 6 . Différentes présentations de | ’ATSB : en bouteille , en forme de champignon
(Qualls et al., 2015) et en station avec membrane (Westham Co)
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MATERIEL ET
METHODES

4. MATERIEL ET METHODES
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41. Cadre/lieu d’étude

Cette étude s’est déroulée a Bamako au sein du Centre de recherche et de formation sur le
paludisme (MRTC : Malaria Research and Training Center) sis a la Faculté de médecine de
Bamako au Point-G. Les moustiques utilisés pour les tests en milieu contrélé (laboratoire) ont
été collectés dans les villages de Cissébougou et Gouna. Toutes les stations (nouvelles et
anciennes versions) étaient fixées a 1’extérieur des laboratoires. Cependant, une fois par mois,

8 stations permanentes (4 nouvelles et 4 anciennes) étaient évaluées.

Cette ¢tude fait partie d’un essai clinique de phase 3 portant sur I’évaluation des ATSB en tant
que nouvel outil de lutte antivectorielle adulticide. Elle doit permettre a la fin d’aboutir au

choix de la membrane et de la version de station ATSB devant servir a 1’essai de phase 3.

4.2. Type et période d’étude

11 s’agissait d’une étude expérimentale qui s’est déroulée d’aolt 2020 a Janvier 2021.
4.3.  Matériel d’étude : stations ATSB

Les stations ATSB sont de forme rectangulaire avec une membrane noire (subdivisée en 16
cellules contenant la substance) un peu dure ou molle, bordée de blanc (Fig. 7). La solution
ATSB contenue dans les cellules est constituée de 4 composants : le sucre comme stimulant
alimentaire, un attractif a base de fruits ou de fleurs, un insecticide a faible risque et un

conservateur.
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4.4. Matériel biologique : An. gambiae s.I.
4.4.1. Description de la souche d’An. gambiae s.I.

L’étude a porté sur les générations F1 a F3 males et femelles obtenues a partir de populations
sauvages d’An.gambiae s.l. collectées dans les villages de Cissébougou et Gouna situés a
respectivement 78 et 92 km de Bamako. Les moustiques ont été élevés a I’insectarium du
MRTC avec une température de 25 + 2°C, une humidité relative de 75 - 85% et un régime

lumineux de 12h de lumiére et 12h d’obscurité.

4.4.2. Matériel utilisé pour la capture des populations sauvages d’anophéles

L’aspirateur a bouche, la lampe torche, la cage cylindrique en plastique, le gobelet en carton
recouvert d’une toile moustiquaire, le coton hydrophile, les bracelets plastiques, le jus sucré a

10% et le torchon constituaient le matériel utilisé pour la capture des moustiques (Fig. 8).
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Figure 8. Photo du matériel de capture des anophéles sauvages (MRTC)

4.4.3. Capture des moustiques sauvages
Les moustiques femelles et males ont été capturés t6t le matin dans les villages de
Cissébougou et Gouna pendant leurs repos a I’intérieur des habitations (dans au moins 10
maisons) choisies de fagon aléatoire avec ’accord des occupants. Une fois dans la chambre, la
personne chargée de capturer les moustiques allumait la torche et cherchait les moustiques se
reposant sur les murs, au plafond, derriére et sous les mobiliers, dans les récipients, sur les
vétements accrochés et sous le lit en commengcant par la porte et en se déplacant dans toute la
chambre suivant le sens de 1’aiguille d’une montre. Une fois le moustique repéré, elle mettait
I’embout dans sa bouche et I’ouverture du tube d’aspiration a 1 ou 2 cm du moustique, puis
aspirait doucement mais rapidement pour ne pas le stresser. Le moustique aprées sa capture,
était rapidement transféré dans un gobelet couvert par un tulle moustiquaire. A la fin des
collectes les moustiques étaient transférés dans des cages cylindriques (20 cm x 20 cm x 20
cm) sur lesquelles étaient mentionnées la date et le lieu de capture, le nom des opérateurs. Un
coton imbibé de jus sucré était déposé sur le tulle de la cage, et le tout recouvert avec une

serpillére humide et transporté délicatement en voiture a I’insectarium.
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4.4.4. Conditionnement a I’insectarium des moustiques sauvages

Une fois a I’insectarium, les anophéles femelles sauvages (Fo), gorgés et semi-gravides étaient
triés et laissés au repos pendant 24h a 48h avant leur mise en ponte. Les femelles gravides
étaient directement mises en ponte. Quant aux males collectés ils « servaient a inséminer les
femelles encore vierges ».

Un pondoir contenant un peu d’eau était déposé dans les cages abritant des femelles gravides
(aptes a pondre). Les pondoirs étaient ensuite retirés 48h apres, et les ceufs étaient répartis
dans des plateaux étiquetés selon la date de ponte, la génération et la souche de la colonie. En
cas d’éclosion précoce des ceufs, 1’eau du pondoir permettait aux larves L1 de rester en vie.
Aprés I’éclosion des ceufs, les larves obtenues ont été nourries a base d’alimentS pour poisson
(TetraMin ou Koi Food) jusqu’a I’obtention des nymphes. Les moustiques adultes (imagos)
males et femelles, issus des nymphes aprés 1’émergence ont été nourris avec du jus sucré a
10% pendant 3 a 5 jours. Au bout des 3 a 5 jours, les moustiques ont été mis a jeun

pendant 12 heures avant le début des tests d’expositions aux stations ATSB.

4.5. Test d’exposition des moustiques aux stations ATSB

Pour évaluer I’efficacité et la durabilit¢ de la membrane des deux versions des stations
d’Attractive Toxique Sugar Bait (ATSB), une étude de 6 mois allant d’aoit 2020 a janvier
2021 a été conduite. Durant cette étude, 6 tests ont été realises avec 2400 moustiques en
raison d’un test par mois utilisant 400 moustiques (200 femelles et 200 males). Durant ces 6
mois de test, 8 stations ATSB (4 de la version 1 et 4 de la version 2) ont été suivies

mensuellement.

4.5.1. Preéparation des moustiques

Vingt-cing anophéles males et 25 anophéles femelles agés de 3 a S jours étaient triés a 1’aide
d’un aspirateur a bouche et mis dans les petits pots en carton avec une fermeture en tulle
moustiquaire. Sur le tulle du pot, un coton suffisamment imbibé d’eau simple était déposé sur
la cage au moins 12h de temps avant le debut de I'expérience. Les moustiques morts au cours
de la mise a jeun étaient remplacés avec ceux des pots de réserve. Les essais d’évaluation de
la mortalité et de prise du repas sucré ont été réalisés simultanément avec les moustiques de la

méme colonie.
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451.1.  Cages

Les cages types de BugDorm utilisées pour les expériences avaient une forme cubique, de
dimension 30 cm x 30 cm x 30 cm. Elles étaient soigneusement nettoyées au préalable pour
éviter toute contamination. Les expériences étaient effectuées dans les conditions de
I'insectarium (une température de 25 £ 2°C, une humidité relative de 75 - 85% et un régime
lumineux de 12 h de lumiére et 12 h d’obscurité). Les stations ATSB étaient placées
verticalement (orientation portrait) sur une paroi de la cage, en les collant au cadre de la cage
a I’aide de ruban adhésif. Les 50 moustiques (25 males et 25 femelles) a jeun étaient libérés
dans la cage de test. Deux contrdles étaient effectués lors des tests : I’'un avec de I'eau
uniquement (coton suffisamment imbibé d'eau) et I’autre avec une solution sucrée a 10%

(coton imbibé du jus sucré a 10%).

Figure 9. Photo de la Cage BugDorm

4.5.2. Evaluation de la prise du repas contenant ’uranine

Des tests ont été réalisés pour déterminer le taux d’alimentation des moustiques males et
femelles sur les membranes ATSB. Ce test consistait surtout a vérifier la positivité des
moustiques a 1’uranine (c’est-a-dire d’observer une coloration verte provenant de I’uranine de

I’abdomen ou du thorax sous un microscope UV).
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4.5.3. Détermination des taux d’engorgement des populations d’An. gambiae s.l. a
24 h et a 48 h aprés exposition a ’ATSB

La détermination du taux d’engorgement des moustiques 24h et 48h apres leur exposition a la
membrane ATSB se faisait a 1’aide d’un microscope a UV dans 1’obscurité. La positivité au
test ATSB était appréciée par la présence de fluorescéine verte au niveau de 1’abdomen et du
thorax des moustiques. Les moustiques non fluorescents (absence de fluorescéine) au
microscope UV étaient considérés comme négatifs.

Le taux d’engorgement a été déterminé selon la formule suivante :

. n(24h)
A24h:Te= ——x 100

N

n(24h)+n(48h) +n(v) _
N

A 48h: Te=

00

Te = Taux d’engorgement

n(24h) = Nombre des moustiques morts colorés a 24h
n(48h) = Nombre des moustiques morts colorés a 48h
n(v) = Nombre de moustiques vivants colorés

N = Nombre total des moustiques exposés

4.5.4. Détermination des taux de mortalité des populations d’An. gambiae s.l. a 24 h

et 48h aprés exposition a PATSB

Vingt-quatre heures apres leur exposition aux membranes ATSB et aux deux contrbles (eau
ou sucre), les moustiques retrouvés morts dans les cages etaient dénombrés par sexe, de méme
qu’a 48 heures. Les moustiques ayant survécus ont été par la suite tués et dénombrés avant de
les observer au microscope UV.

Le taux de mortalité était déterminé selon la formule suivante :

. n(24h)
A24h:Tm == 100
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n(24h)+n(48h)
N

A48h:Tm= 100

Tm = taux de mortalité
n(24h) = Nombre des moustiques morts a 24h

n(48h) = Nombre des moustiques morts a 48h

N = Nombre total des moustiques exposes

4.5.5. Inspection de I’intégrité des membranes ATSB pendant six (6) mois

d’exposition

Durant les périodes d’expérience et d’observation, 1’intégrité des membranes ATSB a été

inspectée afin de Vérifier si les stations ATSB étaient endommagées ou non.

4.5.6. Variation du poids des deux types de membranes ATSB
Au cours de la période d’étude, 8 stations ATSB (4 de la version 1 et 4 de la version 2) ont été
pesées mensuellement afin de vérifier si toute fois les stations avaient perdu ou non du poids

durant les 6 mois d’expérience.

4.6. Collecte et analyse des données

La collecte des données a été réalisée a partir des fiches préétablies et analysée avec le
logiciel Microsoft® Excel 10. Le test exact de Fisher pour la comparaison des moyennes avec

la significativité fixée a 0,05 (P <5 %). Les résultats ont été présentés sous forme de figures.

4.7.  Consideérations éthiques

Notre protocole avant son exécution a eté soumis et approuvé par le comité d’éthique de la
FMOS/FAPH sous la référence N° 2021/124/CE/USTTB.
Un consentement verbal et écrit des propriétaires de chaque maison a été obtenu avant la

collecte des moustiques.
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RESULTATS

Thése de Pharmacie 2022 31 Fatoumata dite Inna TRAORE



Evaluation de | ‘efficacité et de la durabilité de deux versions de membranes des stations d’Appat de Sucre
Toxique Attrayant (ATSB)

5. RESULTATS

5.1.  Intégrité physique des deux types de membranes ATSB

Apres 6 mois d’étude sur I’intégrité et la durabilité de la membrane des 8 stations ATSB, les
stations étaient restées intactes (sans dommage) malgré les piqlres des moustiques, et aux
conditions climatiques et environnementales contrélées. Toutes les stations avaient garde
leurs membranes et leurs contenus intacts (sans déchirure). Par conséquent, leur intégrité
n’avaient pas été impactée. Cependant nous avons constaté un durcissement des deux types

membranes exposées a partir du mois de décembre chez les deux types de membrane.

5.2.  Variation mensuelle du poids des deux types de membranes ATSB
120,0

100,0 —_—\

80,0

60,0

40,0

Poids des stations en gramme (g)

20,0

0,0
Aot Septembre Octobre Novembre Décembre Janvier

e Nouelle version Ancienne version

Figure 10. Variation du poids des deux types de membranes ATSB au cours de 6 mois de test

Aprés 6 mois de mesures successives du poids de 8 stations ATSB (4 nouvelles et 4 anciennes
stations) en raison d’un test par mois, les deux versions de stations ATSB ont gagné du poids
entre le mois d’aodt et le mois de septembre avant d’en perdre jusqu’a la fin de 1’expérience.
Cependant les nouvelles stations ont commence a regagner du poids a partir du mois de

décembre méme si ce poids restait inferieure a leurs poids initiaux.
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5.3. Taux d’engorgement d’An. gambiae s.l. a 24 et 48 heures apres exposition aux

deux types de membranes ATSB

5.3.1. Taux d’ engorgement au mois d’aotit

Taux d'engorgement a 24h ) )
Angisnne station ATSB

Namwelle station ATSB
100%

81%
80% . 1% 74%
(]
60% 49% 45%
0,
40% 37%
20%
0%
Total male Total female Total cage
Taux d'engorgement 48h
100%
80% 74%
62% 68%
0,
60% 47%
. 41%
40% 35%
20%
0%

Total male Total female Total cage

Figure 11 . Représentation du taux d’engorgement des moustiques mdles et femelles a 24h et
a 48h au mois d’aonit 2020.

Les moustiques dans leur globalité se sont plus gorgés sur la membrane de la nouvelle station
que sur celle de I’ancienne station ATSB avec respectivement 74% et 45% a 24h contre 68%
et 41% a 48h pendant le mois d’aott. Cependant, il n’y avait pas de différence statistiquement

significative (P = 0,09) entre ces taux de gorgement en fonction des stations.
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5.3.2. Taux d’engorgement au mois de septembre

mm Ancienne station ATSB

Taux d’engorgement a 24h == Nouvelle station ATSB
100% 93% 96% 94%
80% 9% 74%
60%
40%
20% [
{ w

Total male Total female Total cage
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88% 87% 88%
80% 70% 1 oo
60%
40%
20%
0%

Total male Total female Total cage

Figure 12. Représentation du taux d’engorgement des moustiques mdles et femelles a 24h et a

48h au mois de septembre 2020.

Au mois de septembre, il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre les
taux de gorgement en fonction des stations (P > 0,05). Cepdenant, les taux de gorgement sur
les nouvelles statations étaient relativement meilleurs que ceux des anciennes stations ATSB
et cela indépendamment du sexe a 24h (93% ; 96% ; 94% contre 71% ; 79% ; 74%) ainsi qu’a
48h (88% ; 87% ; 88% contre 70%, 62%, 66%).
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5.3.3. Taux d’engorgement au mois d’octobre

o . R
100% Taux d engorgement a 24h == Ancienne station ATSB
m Nouvelle station ATSB

80%

63% 63% 64% 64%
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20%
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Figure 13. Représentation du taux d’engorgement des moustiques mdles et femelles a 24h et
a 48h au mois d’octobre 2020.

Au mois d’octobre, les moustiques se sont gorgés majoritairement sur la nouvelle station que
sur I’ancienne station ATSB avec un pourcentage cumulatif de 64 % contre 57% a 24h et de
58% contre 42% a 48h. Cependant dans I’ensemble, il n’y avait pas de différence
statistiquement significative entre le taux d’engorgement des moustiques sur les deux types de
stations ATSB (P = 0,1527).
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5.3.4. Taux d’engorgement au mois de novembre

Taux d'engorgement a 24h

100% = Ancienne stat.ion ATSB
87% m Nouvelle station ATSB 86%
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Figure 14. Représentation du taux d’engorgement des moustiques mdles et femelles a 24h et a

48h au mois de novembre 2020.

Les moustiques a 24h se sont plus gorgés sur la nouvelle station par rapport a 1’ancienne
station ATSB (P<0,0001). Cette tendance était conservée a 48h sans toutefois de différence

statistiquement significative (P = 0,0715).
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5.3.5. Taux d’engorgement au mois de décembre
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Figure 15. Représentation du taux d’engorgement des moustiques mdles et femelles & 24h et a
48h au mois de décembre 2020.

Les moustiques, aussi bien a 24h qu’a 48h se sont gorgés plus sur la membrane des nouvelles
stations ATSB avec une différence statistiquement significative uniquement chez les femelles
a48h (P =0,0001)

5.3.6. Taux d’engorgement au mois de janvier
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Taux d'engorgement a 24h

= Ancienne station ATSB
0,
100% B Nouvelle station ATSB

80%
64% o
58%
609
% 48%
40%
23%
0,
20% 18%
Gio
0%

Total male Total female Total cage

Taux d'engorgement a 48h

100%
80%
63%

60% 51%

. 39%
40% 30% 29% 30%
20%

0%

Total male Total female Total cage

Figure 16. Représentation du taux d’engorgement des moustiques mdles et femelles a 24h et

a 48h au mois de janvier 2021.

Dans les cages totales au mois de janvier, une hausse du taux d’engorgement des moustiques
males et femelles a été observée sur les nouvelles stations par rapport aux anciennes stations
ATSB a 24h (58% contre 18%) et également & 48h (51% contre 30%). Toutefois, cette hausse
n’était pas statistiquement significative (P > 0,05).
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5.4. Taux de mortalité des populations d’An. gambiae s.I. a 24 et 48 heures apreés

exposition aux deux types de membranes ATSB

5.4.1. Taux de mortalité au mois d’ao(t

Taux de mortalité a 24h m= Ancienne station ATSB
== Nouvelle station ATSB

80,7%
80% 74,3%
66,9%
60% 49,1%
45,4%
20% 37,2%
20%

0%

100%

Total male Total female Total cage

Taux de mortalité a 48h

100%
80% 74,0% 67.8%
61,7%
60% 47,3%
(]
. 41,0%
40% 34,7%
20% i
0%

Total male Total female Total cage

Figure 17. Représentation du taux de mortalité des moustiques males et femelles a 24h et a
48h au mois d’aoiit 2020.

Au mois d’aolt, le taux de mortalité des moustiques males et femelles gorgés sur les
nouvelles stations ATSB prédominait sur la mortalité les anciennes stations ATSB a 24h avec
respectivement 80,7 % et 66,9% contre 49,1% et 37,2%. Cette tendance a également été
observée a 48h avec respectivement 74,0 % et 61,7% contre 47,3% et 34,7%. Cependant,

cette prédominance a 24 et 48h n’était pas statistiquement significative (P > 0,05).
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5.4.2. Taux de mortalité au mois de septembre

Taux de mortalité a 24h = Ancienne station ATSB
I Nouvelle station ATSB

100% 92,6% 95,9% 94,2%
. 79,0% .

80% 712% 73,9%
60%
40%
20%
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0
cox 62,0%
40%
20%
0%
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Figure 18. Représentation du taux de mortalité des moustiques males et femelles a 24h et a
48h au mois de septembre 2020.

Au mois de septembre, une tres forte mortalité des moustiques a été observé a 24h et a 48h sur
la membrane des nouvelles stations ATSB, avec un taux de mortalité maximal de 95,9% a 24h
et 88,0% a 48h. Cependant il n’y avait pas de différence statistiquement significative avec le

taux de mortalité de la membrane des anciennes stations (P = 0,09).
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5.4.3. Taux de mortalité au mois d’octobre

100% PP B Ancienne station ATSB
’ Taux de mortalité a 24h I Nouvelle station ATSB
80%
62,8% 64,6% 6376% 63/9%
60% >6/7%
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20%
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Figure 19. Représentation du taux de mortalité des moustiques males et femelles a 24h et a
48h au mois d’octobre 2020.

Le taux de mortalité des moustiques gorgés sur la nouvelle membrane ATSB était supérieur
aussi bien a 24h qu’a 48h au mois d’octobre que celui des moustiques gorgés sur les
anciennes stations. Cependant, il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre
les taux de mortalité en fonction de la membrane (P = 0,1416).
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5.4.4. Taux de mortalité au mois de novembre

Taux de mortalité a 24h == Ancienne station ATSB
I Nouvelle station ATSB

100%
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Figure 20. Représentation du taux de mortalité des moustiques méles et femelles & 24h et a
48h au mois de novembre 2020.

La mortalité des moustiques sur les nouvelles stations ATSB était plus élevée a 24h et a 48h
que celle des anciennes stations avec une différence statistiquement significative uniqguement

a 24h chez les males et dans les cages totales (P = 0,0001).
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5.4.5. Taux de mortalité au mois de décembre

100% Taux de mortalité a 24h ) )
W Ancienne station ATSB
I Nouvelle station ATSB
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Figure 21. Représentation du taux de mortalité des moustiques males et femelles a 24h et a
48h au mois de décembre 2020.

En décembre, la mortalité des moustiques gorgés sur les nouvelles stations ATSB restait
certes la plus élevée a 24h et a 48h avec respectivement 55,7% contre 27,7% et 48,0% contre
24,5% dans les totales cages. Mais, elle n’était pas statistiquement différente avec celle des

anciennes membranes (P > 0,05).
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5.4.6. Taux de mortalité au mois de janvier
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Figure 22. Représentation du taux de mortalité des moustiques méles et femelles & 24h et a
48h au mois de janvier 2021.

Au mois de janvier, a 24h ainsi qu’a 48h, le taux de mortalité des moustiques gorgés sur la

membrane des nouvelles stations ATSB était plus élevé que le taux de mortalité des

moustiques sur les anciennes stations sans toutefois de différence statistiquement significative

(P > 0,05).
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COMMENTAIRES
ET DISCUSSION

Thése de Pharmacie 2022 45 Fatoumata dite Inna TRAORE



Evaluation de | ‘efficacité et de la durabilité de deux versions de membranes des stations d’Appat de Sucre
Toxique Attrayant (ATSB)

6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

6.1.  Intégrité physique de la membrane des stations ATSB
Pour déployer les stations ATSB dans les différents sites de transmission dans le cadre de la
lutte antivectorielle du paludisme, il faudra d’abord s’assurer d’une bonne intégrité physique
de la membrane. Pour cela, il faudrait que la membrane résiste au moins a une saison de

transmission (c’est-a-dire 6 mois) dans notre contexte.

Au cours de notre étude (d’aolt 2020 a janvier 2021) sur 1’évaluation de I’intégrité de la
membrane, huit stations ATSB dans des conditions climatiques semi naturelles contrélées ont
été mensuellement évaluées. Au cours de ces expériences, aucune membrane n’a été déchirée
et aucun écoulement n’a été signalé. Ces résultats sont similaires a ceux de Ziguimé (14) qui
n’avait recensé aucun dommage sur les stations ATSB au cours de son étude sur les anciennes
versions des stations ATSB. Cependant, une étude realisée cette fois-ci en milieu naturel par
Diarra et collaborateurs (33) a rapporté des dommages d’origine humaine (enfants) et
animales (d’autres insectes différents des moustiques) dans 2,4% des stations installées,
laissant couler le produit contenu dans les stations ATSB. Il serait donc intéressant de choisir
une hauteur de fixation de 1Im80 comme recommandée par cette étude de Diarra et

collaborateurs (33) sur les stations, permettant ainsi leur inaccessibilité par les enfants.

Hormis la dégradation des stations ATSB, nous avons observé un durcissement d’un petit
nombre de membranes (nouvelles et anciennes) des stations ATSB a partir du mois de
décembre. Ce durcissement de la membrane pourrait étre dd au fait que le mois de décembre
coincide avec le début de la saison seche. De plus, ce durcissement n’impacterait pas sur
I’efficacité de la station car elles ont pu conserver leurs pouvoirs attractifs et mortels durant
toute la période de 1’étude. Par ailleurs, pendant le mois de décembre, les moustiques sont
pratiquement trés rares et la population des anophéles vecteurs chute a des densités ou elle

devient quasiment indétectable ; cela n’affecterait donc pas la transmission du paludisme.
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6.2.  Variation du poids des stations ATSB

Pour s’assurer que nos stations ATSB permettent aux moustiques de se nourrir a tout moment,
il faut qu’elles puissent garder en leur sein, une bonne reserve de la solution ATSB pendant
les 6 mois de transmission.

Au cours de notre période d’étude, nous avons constatés, que les nouvelles et anciennes
stations gagnaient du poids entre le mois d’aoit et le mois de septembre et en perdaient
progressivement jusqu’au mois de janvier. Cette perte de poids était plus prononcée chez les
nouvelles stations tout au long de la période d’étude par rapport aux anciennes stations. Ce
gain de poids pourrait s’expliquer par le fait que les mois d’aott et septembre coincide avec la
saison pluvieuse au Mali. Ainsi, ’humidité, I’eau de pluie et la fraicheur ont probablement
contribué a un épaississement de la membrane des deux types de stations d’ou ce surplus de
poids. Par opposition, la perte de poids s’expliquerait par la fin des précipitations entrainant
une baisse de I’humidité et I’installation progressive d’une saison séche chaude favorisant
I’évaporation de 1’ecau contenue dans la solution ATSB. Par ailleurs, la perte de poids
prononcée des nouvelles versions d’ATSB pourrait s’expliquer par le fait que leurs

membranes étaient moins rigides que celles des anciennes stations ATSB.

6.3. Taux d’engorgement d’An. gambiae s.l. & 24 et 48 heures apres exposition aux

deux types de membranes ATSB

Le sucre est le régime alimentaire de base pour les moustiques et donc essentiel a leur survie.
Il a été demontré qu'a I’absence de sucre, les méles Anopheles gambiae s.l. sont incapables
d’inséminer les femelles (34,35). De plus, la recherche d’hbte, épuisent leurs réserves
d’énergie qui ont besoin d’étre renouvelées par la prise d’un repas sucré. Ainsi, ce sucre dont
ils dépendent, associé a une substance toxique, serait une bonne opportunité pour les attirer et
les tuer (8,36,37). Les ATSB ont donc été concus en tenant compte de la biologie et du
comportement des moustiques. Une étude de modélisation de I’efficacité des appats sucrés
attrayants toxiques (ATSB) pour la lutte contre les vecteurs du paludisme a été menée par
Marshall et collaborateurs (38). Elle a estimé que pour un taux de mortalité de 80%, il fallait

au minimum un taux d’engorgement de 33%.

Au cours de notre étude (équivalent a une période de transmission), nous avons obtenu un

taux d’engorgement toujours supérieur ou €gal a 35% avec les nouvelles stations ATSB tandis
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qu’avec les anciennes stations, ce taux était souvent inferieur a 33% chez Anopheles gambiae
S.l.. Au regard de 1’étude de Marshall et collaborateurs, ¢’est la nouvelle station qui satisfaisait
pleinement les conditions. Nos résultats avec 1’ancienne station ATSB étaient semblables a
celui de Ziguimé (14) qui en 2020, avait obtenu un taux d’engorgement minimum de 26,6%

avec les stations de la version 1.

De plus, les faibles taux d’engorgement des stations ont été uniquement observés a partir
du mois de décembre (14% avec les anciennes stations et 39% avec les nouvelles stations).
Cela pourrait étre dd au durcissement de la membrane des stations constaté durant ce méme

mois, ce qui a contribué a réduire la prise de repas par les moustiques testes.

L’efficacité de la nouvelle station par rapport a 1’ancienne station ATSB pourrait aussi
s’expliquer par le fait que la membrane de la nouvelle station est plus molle avec des ports
plus larges, perforés par un laser permettant ainsi aux moustiques de se gorger plus facilement
contrairement a la membrane de 1’ancienne station avec des ports plus fermes et rigides
limitant ainsi I’accés de la solution ATSB aux moustiques (39). Partant de ce constat, la
nouvelle station ATSB serait donc le meilleur choix pour notre étude de phase 3 car elle

répond plus au critére d’engorgement de 33% préconisé par Marshall et collaborateurs (38).

6.4. Taux de mortalité des populations d’An. gambiae s.l. & 24 et 48 heures apres
exposition aux deux types de membranes ATSB

L’acide borique qui, auparavant était 1’insecticide contenue dans les stations ATSB
(29,36,42,45,46) pour des probléemes de réglementation a été délaissé au profit du
dinotéfurane.

Le dinotéfurane est un néonicotinoide qui agit comme agoniste sur le récepteur nicotinique
de P’acétylcholine et affecte le systeme nerveux. C’est un poison gastrique efficace et treés
toxique pour les moustiques du genre Anopheles (40,41). Le dinotéfurane, lorsqu’il est ingéré
méme a faible dose, induirait la mort des organismes ciblés. Cependant, il présente une

toxicité faible pour les organismes non ciblés (8,9,13,42-44).

Dans une étude antérieure au Mali, la solution ATSB pulveérisée sur la végétation a proximité
des sites de production avait diminué la densité vectorielle locale de 90% (47). Comme
préconisé par John Marshall et collaborateurs, un taux d’engorgement de 33% provoquerait

une mortalité de 80% (38). Avec les nouvelles stations, nos taux d’engorgement étaient
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toujours supérieur ou égal a la limite de 33% de taux d’engorgement préconisé¢ par Marshall et
collaborateurs (38). Cependant, nos taux de mortalité ne suivait malheureusement pas sa
prévision (un taux de mortalité égale ou supérieure & 80%). Méme si nos taux de mortalité
variaient entre 48% et 94%, ils atteignaient difficilement les 80% sauf pour le mois de

septembre.

Quant aux anciennes stations il était impossible d’atteindre une mortalit¢é de 80% méme
lorsque les taux d’engorgement respectaient ou dépassaient le seuil d’engorgement de 33%
prédit par Marshall et collaborateurs (38). A noter que les plus faibles taux de mortalité, 39%
pour les nouvelles stations et 6% pour les anciennes stations ATSB ont été obtenus a partir du
mois de décembre, coincidant avec le durcissement et la perte du poids des stations ATSB ce
qui auraient probablement empécher les moustiques de se gorger sur la membrane et réduire
les taux de mortalité.

Nos résultats sont semblables a ceux de Bassoum (39) qui avait également obtenu avec les
moustiques Aedes aegypti, un taux de mortalité inférieur (13%) avec les anciennes stations
contrairement aux nouvelles stations (52%) avec des taux de gorgement de 100%. Cela
confirme une fois de plus que la membrane molle de la nouvelle station ATSB facilite le
gorgement des moustiques et que la prédiction faite par Marshall et collaborateurs (38) sur la

mortalité doit étre revue.

Une étude portant sur 1’élimination du paludisme suggeérait que cette élimination pouvait étre
atteinte par IP’obtention d’un taux d’inoculation entomologique (TIE) en dessous de 1
pigdre/personne/nuit (48). En outre, Zhu et collaborateurs (49) par modélisation de la lutte
antivectorielle a I’extérieur et a ’intérieur des habitations associant ATSB et MILDA, ont
stipulé qu’une période d’efficacité minimale de 3 mois des stations ATSB était suffisante pour
obtenir a long terme un TIE de la population vectrice en dessous de 1 piqlre/personne/nuit.
Dans notre étude, les stations ATSB ont pu garder leur efficacité durant les 6 mois
d’expérience. Cette efficacité a long terme de nos stations ATSB nous réconforte dans leur
utilisation future comme outil de lutte antivectorielle a I’extérieur des habitations. La solidité
et de la résistance des ATSB favoriserait I’extension de leur future utilisation a des
environnements arides ou semi-arides, riches et ou pauvres en sucre ou elles avaient déja
montré leur efficace (7,8,11,38,43,44).
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6.5. Limites de I’étude
Notre étude malgré notre volonté de bien faire comportait des limites. Parmi ces limites, nous

pouvons souligner : i) I’impossibilité de savoir le moment de la prise de la solution ATSB
pour les moustiques retrouves morts a 48h et ii) I’impossibilité de savoir si le gain ou la perte

de poids influencait sur la prise de la solution ATSB.
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CONCLUSION

7. CONCLUSION
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Au terme de notre étude de 6 mois qui avait pour but d’évaluer I’efficacité et la durabilité de
deux versions de membranes ATSB, nous avons trouve que malgré un durcissement au mois
de décembre, et une perte de poids beaucoup plus marquée chez les nouvelles stations, les
deux types de membranes étaient restées intactes tout de long de notre période expérimentale.
Les taux engorgement et de mortalité a 24 et 48h étaient relativement meilleurs avec les
nouvelles stations méme s’ils ne suivaient pas les prédictions du modele de Marshall et
collaborateurs (38). En définitif, nous recommandons I’utilisation des nouvelles stations

ATSB pour les essais de phase 3.
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RECOMMANDATION

8. RECOMMANDATIONS

Au terme de notre étude et compte tenu de nos résultats, nous recommandons :
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«» Aux autorités sanitaires maliennes

de développer et appuyer une politique de recherche sur les stratégies de lutte
contre les maladies vecteurs;

de planifier I’¢laboration d’un plan stratégique de lutte contre le paludisme en
promouvant les nouveaux outils de lutte antivectorielle ;

de doter les concessions des stations ATSB dans les zones de transmissions au
Mali ;

d’aider les chercheurs a vulgariser les résultats de recherche.

«» Aux chercheurs du MRTC

de mener des études similaires sur 1’efficacité des stations ATSB contre
d’autres espeéces vectrices de maladies,

Faire la promotion des résultats (séminaires, publications)

% Au PNLP

d’accompagner des études portant sur la valeur ajouter des ATSB sur les autres
outils de lutte antivectorielle du paludisme au Mali.
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Résume : Le paludisme continue d’endeuiller I’ Afrique malgré le déploiement de nombreux
efforts et outils de lutte afin de 1’éliminer. Cette persistance est due a la résistance et au
changement de comportement des anopheles vecteurs aux outils existants de lutte
antivectorielle. Ainsi, I’OMS encourage le développement de nouvelles stratégies et d’outils
de lutte antivectorielle afin de compléter et ou de renforcer ceux déja existants. C’est dans ce
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expérimentale d’aolt 2020 a janvier 2021 a Bamako au sein du Centre de recherche et de
formation sur le Paludisme (MRTC). Cette étude avait pour objectif d’évaluer I’efficacité et la
durabilité de deux versions de membranes de station d’ATSB. L’étude a porté sur le suivi
mensuel de 8 stations ATSB a travers 1’évaluation des taux de gorgement et de mortalité des
générations F1 a F3 de males et femelles agés de 3 a 5 jours obtenues a partir de populations
sauvages d’An.gambie s.l. collectées dans les villages de Cissébougou et Gouna. Si la
membrane de la premiére version d’ASTB était dure et rigide, la seconde était souple, molle
et facilement accessible aux moustiques. Aucune membrane n’avait été déchirée et aucun
écoulement n’avait été constaté durant toute la période d’étude. Cependant, nous avons
constaté un durcissement des deux versions de membranes a partir du mois de décembre
méme si ce durcissement n’impactait pas sur l’efficacité des membranes. Le poids des
nouvelles et anciennes stations augmentait entre les mois d’aoft et septembre et en diminuait
progressivement jusqu’au mois de janvier. Un taux d’engorgement d’Anopheles gambiae s.I.
toujours supérieur ou égal a 33% a été obtenu avec les nouvelles stations ATSB tandis que
celui des anciennes stations était souvent inferieur a 33%. Quant a la mortalité sur la nouvelle
station, elles variaient entre 48% et 94% mais atteignaient difficilement les 80% excepté le
mois de septembre. En revanche, celle des anciennes stations n’atteignait jamais 80% méme
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Summary: Malaria continues to be a disease that plagues Africa despite the deployment of
numerous control efforts and tools to eliminate it. This persistence is due to the resistance and
changing behavior of Anopheles vectors to existing vector control tools. Thus, WHO
encourages the development of new vector control strategies and tools to complement and
reinforce existing ones. It is within this context that the Attractive Toxic Sugar Bait stations
or ATSB based on the principle of "attracting-killing" mosquitoes by trapping them with an
attractive sweet meal containing an oral poison were born. This tool, which has given
spectacular results in the laboratory and in semi-natural environments, is in the process of
being used in Phase 3 clinical trials. But before that, many optimization tests are necessary,
including the choice of the membrane to contain the ATSB solution. We conducted a cross-
sectional and experimental study from August 2020 to January 2021 in Bamako at the Malaria
Research and Training Center (MRTC). The objective of this study was to evaluate the
effectiveness and durability of two versions of ATSB station membranes. The study focused
on the monthly monitoring of 8 ATSB stations through the evaluation of feeding and
mortality rates of F1 to F3 generations of 3-to-5-day old males and females obtained from
wild populations of An. gambie s.I. collected in the villages of Cissébougou and Gouna.
While the membrane of the first version of ASTB was hard and rigid, the second version was
soft, pliable, and easily accessible to mosquitoes. No membrane was torn, and no draining
was observed during the entire study period. However, we noticed a hardening of both
membrane versions starting in December, although this hardening did not impact the
effectiveness of the membranes. The weight of the new and old stations increased between
August and September and gradually decreased until January. A clogging rate of Anopheles
gambiae s.l. always greater than or equal to 33% was obtained with the new ATSB stations
while that of the old stations was often lower than 33%. Concerning the mortality rate on the
new station, it varied between 48% and 94% but hardly reached 80% except for the month of
September. On the other hand, the mortality rate of the old stations never reached 80% even
when the waterlogging rates were higher than 33%. Our results recommend the use of
membranes from the second version of the ATSB station for the phase 3 trials.
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