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Liste des abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique
An.arablensis : Anopheles arabiensis

An. funestus: Anopheles funestes
An.gambiae: Anophleles gambiae
An.gambiae s.l: Anopheles gambiae sens large
An.quadriannulatus : Anopheles quadriannularus
CDC : center of desease control

cm: centimeétre

CS8P: circumps protéine

DDT: Dichloro diphenil trichloroethane

DL 50 : dose létale 50

ELISA : enzyme linked immuno-sorbent assay
FMPOS : faculté de médecine de pharmacie et d’odontostomatologie
g/m2 : gramme par métre carre

IAS : indice d’antigéne sporozoitique

Kdr : Knock down résistance

M: métre

M2: métre carre

m.a : agressivité

mg/m2 : milligramme par métre carre

OMS: organisation mondiale de la santé
P.falciparum: Plasmodium falciparum

P, ovale: Plasmodium ovale

P. malariae :@ Plasmodium malariae

P. vivax : Plasmodium vivax

PCR : Polymerase chain reaction

PID: pulvérisation intradomiciliaire

PNLP : programme national de lutte contre le paludisme




PNUD: programme des nations unies pour le développement
RBM : Roll back malaria

TIE : taux d’inoculation entomologique

UNICEF : union des nations unies pour I'enfance

% : pourcentage
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1. INTRODUCTION

Le paludisme est une érythrocytopathie fébrile due 4 un parasite du
genre Plasmodiurmn transmis par des moustiques du genre Anophéles.

Il existe quatre espéces plasmodiales pathogénes pour I'Homme :
Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae,
Plasmodium vivax. Les vecteurs majeurs en Afrique sont les membres du
complexe Anophéles gambiae et le groupe Anophéles funestus (TOURE,
1979).

Environ 300 a 500 millions de cas sont déclarés chaque année avec 1,5 a
2,7 millions de décés, dont B80% en Afrique au sud du Sahara,
majoritairement constitué par les enfants de moins de 5 ans et les
femmes enceintes (OMS 2005).

Au Mali selon un rapport fourni par le PNLP en 2004 la morbidité et la
mortalité chez les moins de 5 ans étaient respectivement de 27,16% et
21,13%.

En effet il existe plusieurs méthodes pour prévenir la transmission du
paludisme. Cependant La lutte antivectorielle est un moyen général
efficace pour cet effet. La lutte chimique par l'utilisation des insecticides
a effet rémanents est la plus courante, dominée par l'utilisation des
matériels imprégnés d’insecticide. Les pyréirinoides forment le seul
groupe d’insecticide autoris¢é par I'OMS pour Iimprégnation des

moustiquaires a cause de leur faible toxicité sur les mammiféres et de

leur rémanence plus élevée (Zaim et al., 2000}.

Au Mali les stratégies de lutte antivectorielle sont essentiellement basées
sur l'utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticide. Différentes
études ont montré lefficacité de l'utilisation de ces moustiquaires
imprégnées sur lincidence du paludisme (Choi HW et al. 1995).
Cependant la résistance des vecteurs majeurs du paludisme aux

pyrétrinoides et & d’autres insecticides (Vulule et al, 1999; Elissa et al,
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1993 ; Akogbéto et Yakoubou., 1999 ; Diabaté et al., 2002 ;Fanello et al.,
2003), représente un obstacle pour atteindre des objectifs comme la
réduction importante du contact homme-vecteur dans le cadre de ia
réduction de l'incidence du paludisme.

Parmi les mécanismes de résistance, la résistance kdr (Knock down
résistancej, est la forme de résistance la plus courante aux pyrétrinoides.
Elle est due a une substitution de nucléotide au niveau du géne du site
de fixation du canal sodium, et confére aux vecteurs la résistance croisée
aux pyrétrinoides et au DDT (Ranson H. et al, 2000). En Afrique de
I'Ouest, la substitution conduit au changement de la leucine en
phénylalanine (TTA en TTT), (Martinez Torres D. et al., 1998). En Afrique
de I'Est elle est due au changement de la leucine en serine (TTA en TCA),
(Ranson H. et al.,, 2000). Cependant cette distribution n'est plus
d’actualité (Josiane Etang et al., 2006) ont trouvé les deux types de
substitution au Cameroun.

L'utilisation des insecticides dans lagriculture, et les campagnes
d’éradication du paludisme de 'OMS dans les années 1950 et 1960 sont
considérées comme les principales raisons de l'apparition de la
résistance des vecteurs aux insecticides (Akogbéto et al., 2005).
L’engagement politique & un niveau international vise a soutenir la
recherche pour mieux faire face a ce défi.

Le Mali a été sélectionné en décembre 2005 comme un des 15 pays
bénéficiaires de linitiative du président Bush contre le paludisme (PMI).
Le principal but du PMI est de réduire de 50% la mortalité imputable au
paludisme dans les pays bénéficiaires.

La pulvérisation intra domiciliaire est l'une des composantes
importantes de la lutte anti-vectorielle contre le paludisme. Le PNLP, a
planifié la pulvérisation intra domiciliaire en 2008 avec 'appui de PMI.
C’est une premiére au Mali, & cet effet deux zones endémiques, les
cercles de Bla et Koulikoro, ont été choisis comme zones pilotes. Une

intervention dune telle envergure qui vise les moustiques adultes
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nécessite au préalable une connaissance du niveau de résistance aux
insecticides & choisir pour la cause. Elle nécessite aussi une information
sur les parameétres entomologiques. Le phénoméne de résistance des
vecteurs du paludisme aux insecticides n’est pas nouveau. Des études
ont montré que Anopheles gambiae est résistant a la permethrine et au
DDT au sud du Mali (Fanello et al., 2003, Tripet et al., en 2006). Il est
nécessaire de connaitre le niveau de susceptibilité/résistance des
vecteurs avant la pulvérisationintradomiciliaire(PID), compte tenu du fait
quil n'y a pas eu d’évaluation antérieure  dans les zones de Bla et de
Koulikoro (retenues pour la PID). Il est aussi nécessaire d’évaluer les
parameétres entomologiques de la transmission du paludisme. Ainsi la
présente étude a été initiée afin d’évaluer la susceptibilité du complexe
Anopheles gambiae s.l. a deux insecticides : la lambdacyhalothrine et le
bendiocarbe, et de déterminer les parameétres entomologiques du
paludisme avant la PID, Elle a en vu, de fournir des informations au
PNLP sur lefficacité des insecticides a utiliser, les doses a utiliser et le

niveau de la transmission du paludisme.
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2. LES OBJECTIFS DE L’ETUDE.

2.1, Objectif général:

Evaluer la situation de la transmission du paludisme et de la résistance
aux insecticides d’An.gambiae s en prélude a la pulvérisation-
intradomiciliaire.

2.2. Objectifs spécifiques :

- Déterminer le niveau de susceptibilité d’An.gambice sl a la

lambdacyhalothrine et au bendiocarbe

- Déterminer la fréquence du géne kdr

- Déterminer les paramétres entomologiques de la transmission du

paludisme, avant la pulvérisationintradomiciliaire.

Thése de Médecine MRIC/FMPOS 4




|1.l\\..||\.,r.r.._.||r\..\-




-.r‘_v“ ’V-ﬁ";d"

--'"“-.uv\___f ‘__,..‘___,.—""-_‘f.,,-., - '\J"JJ —— el et A —r A

Mohamed M. TRAORE

3. GENERALITES

3.1 LE PALUDISME

3.1.1 Cycle biologique
Au cours dun repas de sang un moustique femelle infestant, injecte les
sporozoites a 'nomme (figurel), qui gagnent rapidement le foie : c’est la
phase exo-érythrocytaire. Aprés une phase de multiplication, les
parasites sont libérés dans la circulation sanguine et pénétrent dans les
hématies (mérozoites, trophozoites et shizontes), cest la phase
érythrocytaire ou endo-érythrocytaire (figurel).C’est ce dernier qui est
responsable des manifestations cliniques de la maladie :

- acces fébriles violents et rythmés

- une destruction massive d’hématies qui entraine une anémie

hémolytique
- un sub-ictére

- une détérioration de 1'état général pouvant aboutir a la cachexie.
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CYCLE PARASITAIRE DU PALLIDISME
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Figurel : cycle parasitaire du paludisme chez le moustique et chez

I'homme. Source June Mullis Virginia Tech University

Thése de Médecine MRITC/FMPOS 6




e I I A R ._..-,.__,.;-._./u-f"—ﬁ""r\ I P e

Mohamed M. TRAORE

3.2 LES ANOPHELES

3.2.1 Systématique

Les Anopheéles sont des diptéres nématocéres appartenant a la famille
des Culinidae, a la sous famille des Anophelinge et au genre Anopheles
(De Meillon, 1934).

3.2.2 Morphologie des Anophéles
Les adultes se posent obliquement sur les supports, la trompe, dans 'axe
du corps. Ils sont divisés en trois parties.

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

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

- L’abdomen : constitué de dix segments, dont les 9¢me et 10éme, peu

visibles, représentent les segments génitaux.

3.2.3 Biologie

Les anophéles pondent leurs ceufs a la surface de 'eau. Ces ceufs, munis
de flotteurs remplis d’air éclosent généralement 24 & 36 heures aprés la
ponte (Holstein, 1949).

La larve subit trois mues consécutives qui par les modifications
morphologiques qu’elles engendrent, la conduisent au stade nymphal.

La nymphe a l'aspect dune virgule, au bout de 24 a 48 heures elle se
transforme en moustique adulte ou imago qui émerge de 'eau.

Seules les femelles sont hématophages, les males se nourrissent de suc
provenant des plantes.

L’accouplement a lieu quelque instant aprés I’éclosion, la femelle ne

s'accouple qu'une seule fois et re¢oit une quantité suffisante de sperme

Thése de Médecine MRTC/FMPOS 7




Jw JH'“JWW‘MMW—MM‘WWI - —

At

Mohamed M. TRAORE

pour toute sa vie. Le cycle gonothrophique dure 2 jours, chaque 2 jours

la femelle prend un repas de sang {figure. 2)

Figure2 : femelle d’An.gambiae s.l entrain de prendre son repas de sang.
Source

httn: / /fr.wikipedia.org/wiki/Image: AnophelesGambiaemosquito.ipg

3.3 LA LUTTE ANTI-VECTORIELLE

3.3.1 Les méthodes de lutte non chimiques

3.3.1.1Lutte mécanique
Elle se fait par ’6limination des gites larvaires potentiels de moustiques
autour des habitations humaines (I’asséchement et le remblaiement des

marins, le creusement de dépression etc.).

3.3.1.2 Lutte biologique

Elle consiste a introduire dans le biotope des moustiques, des organismes
d’espéces différentes qui sont leurs ennemies naturelles. C'est le cas du
poisson larvivore Gambusia affinis dont l'action est limitée aux eaux
permanentes et de la bactérie, Bacillus sphaericus qui provoque une
mortalité chez les larves de moustique des genres Culex et Anopheles, a

degré moindre sur les Aedes.
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Les poissons herbivores (carpe) sont utilisés en Chine pour dévorer les
herbes qui servent d’abris aux larves de moustiques (Wu et al 1991).
Certaines plantes dont les graines mucilagineuses engluant les larves sont

également 4 I'étude.

3.3.1.3 La lutte physique

C'est une modification intentionnelle du biotope, qui vise a faire
disparaitre ou réduire par des moyens physiques les nappes d'eau
de surface dans lesquelles les moustiques se développent.

(www.malaria.tun).

On distingue

- Le drainage qui consiste & faire évacuer les eaux du gite a l'aide dun
drain vers un milieu récepteur naturel (tel qu'un cours d'eau, un terrain
permeéable etc.).

- La mise en boite consiste & concentrer les eaux dans les tranchées,
et par conséquent réduire la superficie du gite 4 empoissonner. Cette
meéthode est utilisée dans le cas de gites importants situés loin dun
milieu récepteur naturel.

-Le comblement Certains gites peuvent étre éliminés a l'aide de
matériaux (pierres, débris de construction). Cette méthode est surtout
utilisée pour des gites de petite superficie, et de profondeur
moyenne.

-Le boisement Il est bénéfique et rentable de prévoir la plantation
d'arbres, comme l'eucalyptus ou autres végétations hydrophiles dans
les sols humides regroupant plusieurs résurgences d'eau a faible

débit mais d’écoulement continu.
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3.3.1.4 Lutte génétique

Elle est basée sur la manipulation du patrimoine génétique des
moustiques afin d'obtenir des individus transgéniques qui peuvent étre
soit stériles, soit réfractaires aux parasites qu’ils transmettent
habituellement (Tabachnick, 2003). Elle exige nécessairement des
connaissances extrémement poussées, non seulement dans le domaine de
la génétique, mais aussi dans celui de I’écologie et de I’éthologie. Vu ces
difficultés entravant I’évolution de la lutte non chimique, il faudrait
envisager et améliorer d’autres moyens existants, comme par exemple, la

lutte chimique.

3.3.2 Les meéthodes de Ilutte chimique: pulvérisation intra

domiciliaire

3.3.2.1 Comportement des vecteurs face aux traitements
domiciliaires

Les maisons constituent de véritables piéges 4 moustiques, appatés par les
occupants eux méme. Aprés le repas de sang, les moustiques ont leur
poids quadruplé et se repose au plus prés (murs des maisons). Lorsque les
murs des maisons sont enduits de produits toxiques, les moustiques sont
tués lors de leur passage dans la maison. La transmission du parasite se
trouve ainsi interrompue.

Ce schéma idéal comporte des exceptions. Les moustiques exophiles ne se
reposent que trés peu de temps a lintérieur des maisons. Ce
comportement est facilité par la précarité, voire l'absence de murs de
certaines habitations. Il y a eu beaucoup d’é¢tude sur l'exophilie des
moustiques, et son impact sur les traitements insecticides. Hormis les cas
trés particuliers des abris sans murs, la plupart des anophéles passent
une & deux heures au moins dans les maisons ou ils ont piqué. Ils ont
alors une trés forte probabilité d’étre au contact d’insecticides rémanents

et sont confrontés au double effet toxique et excito-répulsif du produit
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Figure. 3. Cibles de la lutte antivectorielle au cours du cycle

gonotrophique (d’aprés Coosman et Carnevale, 1995)

Thése de Médecine MRTC/FMPOS 11




*MJ‘J\W R N SR e f ““"-F i

Mohamed M. TRAORE

3.3.2.2 Toxicité et effet excito-répulsif des insecticides

L'effet irritant de certains insecticides (DDT, pyrétrinoides, certains
carbamates), incite les anophéles a quitter plus ou moins rapidement les
surfaces traitées. L'effet toxique de certain insecticide diminue rapidement
aprés le traitement (DDT moins de 50% aprés 2 mois et demi). Dans ces
conditions un pourcentage plus élévé d’anophéles pouvaient quitter les
maisons traités sans avoir été tués. A partir de 1965, il a été admis qu’il
était impossible d’obtenir I’arrét de la transmission par le DDT dans les
savanes humides holo-endémiques d’Afrique de 'Ouest.

Un effet irritant beaucoup plus brutal se manifesta avec les pyrétrinoides,

Veffet knock-down de ces produits équivaut pratiquement a un effet 1étal.

3.3.2.3 Insecticide : choix, sécurité d’emploi, intoxication

Les insecticides utilisés en santé publique doivent présenter une totale
sécurité pour :

- les habitants des maisons traitées en particulier pour les enfants qui
peuvent absorber les produits qui ruissellent sur les murs ou tombent sur
le sol ;

- les pulvériseurs et mélangeurs doivent porter des équipements adéquats,
et avoir une formation sur la manipulation des insecticides ;

On évalue la toxicité des insecticides par leur dose létale (DL 50), orale ou
dermique. Une surveillance du taux de cholinestérase est exigée pour ceux
qui manipulent des organophosphorés et des carbamates. Le DDT a
rarement provoqué des accidents aigus si ce n'est par des absorptions
volontaires {(Jean Mouchet et al, 2004). Les pyrétrinoides présentent une
grande sécurité d’emploi malgré quelques paresthésies locales et
passagéres. Les accidents demandent une thérapie spécifique par
latropine et les oximes pour les organophosphorés, par atropine seule

pour les carbamates.
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Tableau 1 : Insecticides recommandés pour les pulvérisations intradomiciliaires et/ou I’'imprégnation des moustiquaires.

Molécule Classe’ | PI MI* Dosage® | Toxicité (mg/kg) Catégorie toxiqued Durée Durée
d’action | d’action
sur le | sur Ml
mur
Orale dermique | molécule | formulation
DDT ocC + 2mg/m” | 113 200/500 | 1I I 6 mois
Malathion oP + 2 mg/m” | 1370 4000 111 1T 2/3 mois
2100
Fenitrothion OP + 2 mg/m® | 500 3500 I Il 3/6 mois
Pirimophos-methyl | OP + 1/2 g/m® | 2000 >4500 |11 I1I 2/3 mois
Bendiocarbe C + 0,1!_9,4 4021126 |=>560 I 2/6 mois
g/m
Propoxur C + 12 g/m’ [ 95 >2400 | 1I 111 3/6 mois
Alpha P + + 20/30 72 > 2000 I 1411 3/6mois |6 a 12
cypermethrine mg/m’ mois
Cyfluthrine P + + 25/50 250 > 5000 i1 I 3/6mois |6 a 12
mg/m’ mois
Deltamethrine P + + 10725 128 2940 II [I 3/6mois (6 a 12
mg/m’ mois
Lambdacyhalothrine | P + + 20/30 79 632 {I [iI 3/6mois [6 & 12
mg/m> mois
Bifenthrine p + 20/40 54 700 II III 3/6 mois | 6 a mois
mg/m*
Permethrine P + 500 540 2690 I 1 2/6mois | 6 a 12
mg/m’ mois
Ethofenprox NP + 300 >10000 |>2100 II1 III 3/6 mois
mg/m’
Thése de Médecine MRTC/FMPOS 13
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1. Classe: OC = organochloré; OP = organophosphoré ; C = carbamate ; P =
pyrethrinoide ; NP = neopyrethrinoide

PI = pulvérisationintradomiciliaire ; MI = moustiquaires imprégnées

Les dosages des OC, OP et C sont en g/m?2 ; les dosages des P et NP sont exprimes en
mg/m2

4, La classification des insecticides en fonction de leur toxicite.

W

3.3.2.4 Application des insecticides

3.3.2,4.1 Organisation

Pour étre efficaces, les pulvérisations domiciliaires doivent couvrir toutes
les surfaces de toutes les maisons dans une aire de superficie déterminée.
Une couverture irréguliére équivaut a une absence de couverture. Ce sont
des mesures collectives pour la protection de la communauté. Les
pulvérisations intra domiciliaires, qui étaient a la base de ’éradication du
paludisme dans les années 1950 a 1970, étaient exécutées par des

structures verticales hiérarchisées (Jean Mouchet et al., 2004).

3.3.2.4.2 Formulation, spécifications, dosage, cycle

Les formulations sont variables en fonction des surfaces a traiter et
desiderata des habitants. Les poudres mouillables sont les produits les
plus utilisés. Le DDT en poudre mouillable 4 75% de produit actif, a été le
support de ’éradication. Les pyrétrinoides sont beaucoup plus dilués et se
présentent en poudres mouillables & 5% (quelque fois jusqu'a 20%) (Jean
Mouchet et al., 2004). Les produits liquides comme le malathion sont
préalablement adsorbés sur un support inerte avant l'adjonction de
produits mouillants et dispersants. Le malathion se présente en poudre
mouillable a 50%.

Les concentrés émulsifiables sont des dilutions d'un produit actifs dans
un solvant organique, souvent le kéroséne inflammable, additionné dun

émulsifiant, Ils sont souvent les véhicules des pyrétrinoides tant pour les

Thése de Médecine MRTC/FMPOS 14
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applications murales que pour limprégnation des moustiquaires en
concentré de suspension (Jean Mouchet et al, 2004).

Les suspensions concentrées consistent en des particules d’insecticide
additionnées d'un agent mouillant et diluées dans l’eau pour fabriquer une
suspension acqueuse. Elles ne sont pas inflammables et sont invisible sur
les murs. Les suspensions micro-encapsulées relarguent linsecticide
lentement et augmentent le contact avec l'insecte cible (Jean Mouchet et
al., 2004). Les dosages les plus couramment utilisés sont exprimés en

mg/m2 pour les pyrétrinoides, en g/m2 pour les carbamates.

Le cycle des aspersions est semestriel pour le DDT, trimestriel pour les
autres produits. Dans les régions a climat tropical humide ou équatorial,
elles doivent éire renouvelées 2 fois par an pour le DDT, 3-4 fois pour les
autres produits. Dans les régions a hivers ou a saison séche marqué, les
pulvérisations de DDT ne sont nécessaires quune fois par an, au début de
la saison de transmission ; pour les autres produits, deux traitements

peuvent étre nécessaires.

3.3.2.4.3 Modalité d’application et équipements

La dilution des suspensions doit é€tre calculée en fonction de la
concentration du produit actif dans la formulation et du dosage a
appliquer. Les pulvérisations sont en général effectuées avec des appareils
a pression préalable. Le pulvériseur, placé a 45 cm du mur, couvre de
haut en bas, des bandes de mur de 75 cm de large (Jean Mouchet et al.,
2004). 8i le mur a 3 m de hauteur, chaque bande doit étre couverte en 6,7
secondes. Un manceuvre peut traiter, chaque jour, 8 4 10 maisons de 200

m?2 de surface intérieure.
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3.4 LA RESISTANCE DES VECTEURS AUX INSECTICIDES

3.4.1 Définition de la résistance

La résistance aux insecticides a été définie comme la présence, dans une
population d’insectes, de spécimens qui survivent a des doses qui,
habituellement, tuent l'ensemble de cette population. Cette définition est

essentiellement empirique.

3.4.2 Principaux mécanismes de résistance
On a distingué la/les résistance(s} physiologique(s) et les résistances de

comportement,

3.4.2.1 Résistances de comportement

Elle résulte du changement de comportement d*une population endophile
et/ou anthropophile pour un comportement exophile et/ou zoophile. Elle
semble étre le résultat de la présence spontanée de plusieurs espéces.
Certaines d’entre elles ont disparu sous l'impact de la lutte insecticide et
d’autres les ont supplantées par ce que plus ou moins vulnérables aux
traitements. En Afrique du Sud et au Swaziland, An.arabiensis avait
disparu et seul était présent An. quadriannulatus, zoophage et exophile.
Les 2 espéces étant confondues dans l'entité An., gambiae s.l, il a été
conclu qu’An. gambiae était devenu exophile et ne piquait plus I’lhomme.

En fait, jusqu’ici, il n'y a aucune preuve de résistances de comportement.

3.4.2.2 Résistances physiologiques
Elles résultent de l'apparition de mutations, 4 une trés basse fréquence,
dans des populations d’insecticides. Lors des traitements insecticides
massifs, ces mutants sont avantagés et tendent a remplacer la population
initiale. Ces mutations peuvent concerner :

- la détoxification enzymatique des insecticides par des estérases,

mono-oxygénases, transférases;

Thése de Médecine MRTC/FMPOS 16
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- des mutations du site d’action des insecticides (récepteurs gamma-
amino-butyric acid GABA) pour la dieltrine ;

- laltération du canal sodium (géne kdr —knock-down résistance) pour
le DDT et les pyrétrinoides;

- la modification des acétylcholinestérases pour les organophosphorés

et les carbamates.

3.4.2.3 Attitude face aux résistances

La résistance a un insecticide n'implique pas le rejet de 'arsenal de lutte
anti vectorielle. Outre son action létale directe elle agit aussi par son effet
répulsif, immédiat ou différé. Plusieurs stratégies plus ou moins
sophistiquées, ont été proposées pour retarder le développement de la
résistance :

- rotation d’insecticides

- mosaiques d’applications

- mélange d’insecticides ou zones de protection des populations sensibles.
La plupart des propositions sont restées a 1’¢tat d’exercice intellectuel
étant donné le faible nombre de classes de produits disponibles. Les
contraintes des applications et les limitations drastiques dans le choix des
insecticides du fait de leur toxicité réduisent d’avantage la mise en ceuvre

de ces propositions.

3.5 Définition de la rémanence :

La rémanence d’un produit est la période pendant laquelle ce produit reste
actif. Dans le cadre de la présente étude, la rémanence des insecticides
sur les supports est la période durant laquelle l'insecticide reste efficace

contre les moustiques.
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4, METHODOLOGIE

4.1 Sites D’ETUDE.

La présente étude s’est déroulée dans les villages de Kolimana, Séguéla
et Nabougou, dans la commune rurale de Nyamina, cercle de Koulikoro
en zone de savane soudanienne Nord. La commune rurale de Niamina a
une population de 26114 habitants; Koulikoro est situé & 60 km au nord
de Bamako.

Dans les villages de Tia, Niala et Bagadadji, dans la commune rurale de
Niala, cercle de Bla également en zone de savane soudanienne nord, la
commune rurale de Niala a une population de 6652 habitants. Bla est

situé a4 305 km au nord-est de Bamako.

Theése de Médecine MRTC/FMPOS 18
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4.2 Période et type d’étude.

La présente étude s’est déroulée entre octobre 2007 et janvier 2008.
L’étude était de type transversal. Les moustiques ont été capturés en
Octobre 2007 (Pic de la transmission du paludisme), et élevés en
Novembre. Les échantillons ont été traités en Décembre 2007 et Janvier
2008.

4.3 Collection et élevage des moustiques.

Les moustiques femelles ont été capturés de deux manieéres :

D’une part avec les aspirateurs a bouche entre 6 heures et 9 heures du
matin. La premiére génération de ces [emelles sauvages a été élevée a
Iinsectarium. Elle a été utilisée pour les tests insecticides. Les
moustiques ont été élevés dans les conditions suivantes : température
25°-28°, humidité relative 70%- 80%, photo périodicité 12 heures sur
24heures.

D’autre part, par spray-catch entre 15 heures et 18 heures pour
déterminer certains parameétres entomologiques et la composition
vectorielle. Ces moustiques ont été conservés sur du silicagel a la

température ambiante.

4.4 Tests Insecticides
4.4.1 Tests insecticides avec les bouteilles (CDC : Brogdon, 1998},
pour la lambdacyhalothrine (procédure, voire annexes)
4.4.1.2 Matériels

- bouteilles de 250 ml

- acétone _

solution d’insecticide

- une pipette pour I'acétone et une pipette pour l'insecticide

- un timer

- un aspirateur a bouche

- des moustiques adultes

Thése.de Médecine MRTC/FMPOS 20
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4.4.1.3 Conditions du test

Les tests ont été effectués au laboratoire 4 25°c avec 80% dhumidité
relative. Aprés exposition, les moustiques ont regu une solution de jus
sucré a 5%, et ont été conservés pendant 24 heures a linsectarium dans
les méme conditions que 1’€levage, dix moustiques étaient utilisés par
bouteille.

Les kdt50 et 95 représentent respectivement le temps pour lequel 50%
et 95% des moustiques sont Knock down. La susceptibilité a été

déterminée selon les recommandations de 'OMS en 1998

4.4.2 Tests insecticides avec le bendiocarbe

4.4,2.1 Condition du test

Les mémes conditions ont été respectées comme décrites ci-dessus

4.4.2.2 Procédure des tests insecticides avec le bendiocarbe

Les cages confectionnées avec du papier wattman ont été utilisées. Pour
les cages tests le papier wattman était traité avec une dose de 200mg par
m2. Les cages témoins n’ont rien regu. Le test a été fait avec 20
moustiques par cage, il a duré 1 heure de temps. Les moustiques ont eu
du jus sucré a 5% apreés le test, la mortalité a été évaluée a 24 heures.

La susceptibilité a été déterminée selon les recommandations de 'OMS
en 1998

4,5 Identification moléculaire des moustiques (procédure, voire
annexes)

Les moustiques identifiés sont issus des captures par spray-catch.
Lidentification a concerné seulement le complexe An. gambiae s.l
L'extraction d’ADN a été faite selon le Protocol de (Collins et al., 1987).
L’identification des espéces et des formes moléculaires a été faite par la
PCR selon Fanello et al. (2002).
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4.6 Détection du géne kdr (procédure, voire annexes)

Les moustiques issus des tests insecticides avec la lambdacyhalothrine
ont été utilisés pour la détection du géne kdr. 1l a été identifié par la PCR
élongation par fluorescence (Tripet et al., en 2006). L’ADN a été extrais

avec le méme Protocol que l'identification moléculaire.

4.7 Etude des paramétres entomologiques.
4.7.1 Détermination de I'agressivité

L’agressivité a été obtenue en faisant le rapport des moustiques femelles
gorgés et semi-gravides, capturés au spray-catch, sur le nombre de

dormeurs par habitation prospectée,

4,7.2 Détermination de l’indice d’antigéne sporozoitique (IAS) et du
taux d’inoculation entomologique (TIE) (procédure de I'’ELISA, voire
annexes)

Les moustiques issus du spray-catch ont été utilisés a4 cet effet. La
détermination de linfection a été faite par ELISA CSP sur les tétes-
thorax. L'IAS est égal au nombre de moustique positif a 'ELISA CSP sur
le total traité multiplié¢ par 100.

Le Taux d’inoculation entomologique est égal a 'agressivité multipliée par

lindice d’antigéne sporozoitique

4.8 Analyses et interprétations des résultats.

Les données ont été saisies et analysées sur les logiciels Excel et STATA

version 9.0,

Le test statistique utilisé a été le ch? de Person.
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5. RESULTATS

5.1 Composition de la population vectrice dans les sites d’étude.

Anopheles gambiae s.I, était le vecteur rencontré pendant le moi
d’Octobre (moi de capture).

Au spray-catch 116 Anopheles gambiae s.l ont €té capturés a Kolimana,
47 a Nabougou, 78 a Ségucla, 55 a Niala, 27 a Bagadadji, 301 a Tia.

5.1.1 Fréquence des espéces d’An. gambiae s.lL

Tableay 2: Fréquences relatives des espéces d'An. gambiae s./. dans les
différentes localités d'étude en Octobre 2007 aprés capture par spray-catch

An. arabiensis An. gambiae s.s. Total

Localités n % n % N

Séguéla 6 12,5 42 87,5 48
Kolimana 2 2,8 69 97,2 71
Nabougou 2 5,0 38 95,0 40
Niala 16 30,8 36 69,2 52
Bagadadji 11 50,0 11 50,0 22
Tia 25 29,4 60 70,6 85
Total 62 19,5 256 80,5 318

(Chi2 de Pearson = 41, 39, ddI=35, P<0,001)

Ces résultats montrent une variation significative de la fréquence des
espéces d’An. gambiae s.l. par site d’étude X2=41,39 (P<0,001}.

An. gambiae s.s. était l'espéce la plus fréquente dans les sites d’étude
excepté Bagadadji ou la fréquence des deux espéces vectrices était
similaire (50%).

An. gambiae s.I avait une fréquence plus élevée a Bla avec 383
moustiques capturés au spray-catch, comparativement a Koulikoro avec

241 moustiques captureés.

Cette étude étant la premiére étude entomologique sur les moustiques

dans ces sites, il est important de noter que d’autres espéces de
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moustique ont été rencontrées, Comme anophelinae, An.rifupes et
An.pharoensis ont été rencontré, et comme culicinae Culex sp, Aedes sp

et mansonia sp ont été rencontré.

5.1,.2 Fréquence des formes moléculaires d’4An, gambiae s.s.

Tableau 3: Fréquences relatives des formes moléculaires d’An. gambiae s.s et An.
arablensis par sites d'étude en QOctobre 2007 aprés capture par spray-catch

Forme "M" Forme "S" Total
Localités n % n % N
Sequéla 41 97,6 1 2,4 942
Kolimana 68 98,6 1 1,4 69
Nabougou 38 100,0 0 0,0 38
Niala 36 100,0 D 0,0 36
Bagadadji 11 100,0 0 0,0 11
Tia 53 88,3 7 11,7 60
Total 247 96,5 9 3,5 256

(Chi2 de Pearson = 19,09, ddI= 5, Pr = 0,002)

Dans l’ensemble des villages, la forme moléculaire M était largement

dominante comparativement a la forme moléculaire S avec une fréquence

relative variant entre 88,3 et 100% des moustiques collectés X2=19,09
(P=0,002)
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5.2 Etude de la transmission du paludisme dans les différents
villages des cercles de Koulikoro et Bla.

Les moustiques issus des captures par spray-catch (mois d’Octobre} ont
été utilisés a cet effet (téte-thorax). Les études antérieures en zone de
savane soudanienne au Mali ont montré que le pic de la transmission du
paludisme se situe au mois d’Octobre, ce qui justifie le choix de ce mois

pour évaluer le niveau de la transmission.

5.2.1 Détermination de l'agressivité (m.a) et de l'indice d’antigéne
sporozoitique (IAS)

—o—m.a —l—IAS (%)

m.a= nombre de piglire par homme par nuit.

Figure 4 : moyenne d’agressivité et indice d’antigéne sporozoitique par localité d’étude
en QOctobre 2007.

Le nombre de piqiires par homme par nuit a varié d'un village a Vautre.

Ainsi ce nombre était plus élevé a Kolimana comparativement aux autres

These de Médecine MRTC/FMPOS 25




Mohamed M. TRAORE

villages avec 5,4 piqures par homme et par nuit. Le plus faible nombre de

piqiire a été observé a Bagadadji avec 0,4 piqire par homme et par nuit,

Dans l'ensemble des villages l'indice d’antigéne sporozoitique a varié de
7,3% a Niala, a 10,3% a Séguéla. Il n'y a pas eu de différence significatif
entre le nombre de moustique positif & 'ELISA CSP dans les différents

villages avec (P=0,192).

5.2,2 Détermination du taux d’inoculation entomologique (TIE)

Tableau 4 : Moyenne d'agressivité, Indice d'Antigéne Sporozoitique et Taux
d'inoculation entomologique par localité d'étude en Octobre 2007

Localités m.a IAS (%) TIE {mois)
Tia 2,2 9,3 5,1
Niala 0,6 7,3 1,3
Bagadadji 0,4 7,4 0,79
Kolimana 5,4 7,8 12,6
Nabougou 0,5 8,5 1,3
Séguela 0,7 1,3 2,2

L’agressivité la plus élevée a été observée a Kolimana, ce qui explique
le taux d’'inoculation entomologique ¢élevé dans ce village
comparativement aux autres. L’indice d’antigéne sporozoitique n’a pas

véritablement varié d’un village a 'autre,
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5.3 Test de susceptibilité d’An gambiae s.1 4 la lambdacyhalothrine
et au bendiocarbe

Le test de susceptibilité n’a pas pu étre fait dans l'ensemble des villages
d’é¢tude a cause de la faible densité anophelienne durant la période
d’étude. Les moustiques utilisés pour les tests sont issus de la premiére
génération de femelles sauvages capturées par aspirateur a bouche (120

moustiques).

5.3.1 Temps de Knock down (kdt) dans les villages des cercles de Bla
et Koulikoro.

L—.—Kd test (%) —a—Kd témoin (%) |

100 o=
751':
50_-"':' PR

254"

Temps en mn

Figure 5: Temps de knock down des moustiques a Niala (Bla) aprés 1 heure
d’exposition & la lambdacyhalothrine (dose = 30 mg/m2).

Le temps pendant lequel 50% des moustiques étaient Knock down
(kdt50) a4 Niala a été obtenu avant 30mn, et le temps pendant lequel 95%

des moustiques étaient Knock down (kdt95) a été obtenu avant 45mn (N=

80)
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Figure 6: Temps de knock down des moustiques a Bagadadji (Bla) apres 1 heure

d’exposition 4 Ja lambdacyhalothrine (dose = 30 mg/m2).

Le temps pendant lequel 50% des moustiques étaient Knock down

95% des moustiques étaient Knock down (kdt95) a été obtenu avant

(kdt50) a Bagadadji a été obtenu avant 30mn, et le temps pendant lequel
45mn (N= 80)
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—e—Kd test (%) —s— Kd témoin
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Figure 7: Temps de knock down des moustiques a Tia (Bla) aprés 1 heure d’exposition &
la lambdacyhalothrine (dose = 30 mg/m2).

Le temps pendant lequel 50% des moustiques étaient Knock down
(kdt50) & Tia a été obtenu avant 30mn, et le temps pendant lequel 95%
des moustiques étaient Knock down (kdt95) a été obtenu avant 45mn (N=
100)
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—e—Kd test (%) —a—Kd témoin (—%ﬂ

Temps en mn

Figure 8: Temps de knock down des moustiques a Kolimana (Koulikoro) aprés 1 heure
d’exposition & la lambdacyhalothrine (dose = 30 mg/m2).

Le temps pendant lequel 50% des moustiques étaient Knock down
(kdt50) a Kolimana a été obtenu a 15mn, et le temps pendant lequel 95%
des moustiques étaient Knock down (kdt95) a été obtenu a 30mn (N=
120)

Tahleau 5: récapitulatif des temps de knock down des moustiques dans les différents
villages

Localités kdt50 (en minute) kdt95 (en minute)
Niaia (Bla) 30 45
Bagadad;ji (Bla) 30 45
Tia (Bla) 30 45
Kolimana (Koulikoro) 15 30

Dans les villages de Niala, Bagadadji et Tia les kdt50 et 95 sont obtenus
respectivement a 30 et 45mn, alors qu’a Kolimana ils sont obtenus a 15

et 30mn.
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5.3.1.1 Mortalité d’An. gambiae s.l. a la lambdacyhalothrine dans

les villages des cercles de Bla et Koulikoro.

E-.— Mortalité test —s— mortalité témoinJ

Mortaljté (en pourcentage)

Niala Bagadadji Tia Kolimana

Figure 9: Taux de mortalité d ‘dn. gambiae s.1. 24 heures aprés exposition a la
lambdacyhalothrine (dose = 30mg/m?) par localité.
La mortalité & 24 heures par village a variée de 90,91% a Niala (N=80) a
100% & Tia (N= 100) et Kolimana (N= 120}, avec la lambdacyhalothrine
(30mg/m?2).

Selon les recommandations de L’'OMS en 1998, les moustiques sont
sensibles a la lambdacyhalothrine a 30mg/m?2 dans les villages de Tia et
Kolimana. Cependant pour les villages de Niala et Bagadadji la sensibilité

est réduite, une surveillance sera nécessaire pour confirmer la sensibilité
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5.3.2 Détermination de la fréquence du géne kdr chez An, gamblae
s.1

Tableau 6: Fréquences relatives des genotypes par sites d'étude en Octobre 2007

"RR" "RS" "SS" Total
Localités n % n % n % N
Kolimana 0 0,0 7 14,0 43 86,0 50
Nabougou 1 2,1 3 6,3 44 91,6 48
Tia 3 3,5 17 1,5 67 77,0 87

(Chi2 de Pearson= 6,37, ddl=4, Pr=0,173)

Il n'y a pas de différence significative entre la fréquence des différents
génotypes du géne kdr dun village a lautre X2= 6,37 (P= 0,173).
Cependant l’alléle susceptible prédomine largement sur l’alléle résistant

avec une fréquence relative allant de 77% a Tia a 91,6% a Nabougou.
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5.4 Susceptibilité d’An. gambiae s.l au bendiocarbe

Les tests insecticides avec la bendiocarbe ont été faits dans 2 villages
compte tenu de la faible densité anophelienne pendant la période
d’étude. En effet seulement 120 moustiques, femelles sauvages ont été

capturés par aspirateurs a bouche dans les villages d’étude.

5.4.1 Susceptibilité d’An. gambiae s.l au bendiocarbe a Séguéla

cercle de Koulikoro.

F._ Mortalité test —a— Mortalité 1émoﬂ

120

100 +,
801 ..
60 _'-’._.

Mortalité(en pourcentage)

20 {73

Test1 Test2 Test3 Test4 Tests

Figure 10: Taux de mortalité des moustiques a Seguéla 24 heures aprés exposition au
bendiocarbe 2 la dose de 200mg/m’,

Dans le village de Séguéla 24 heures aprés le test de sensibilité avec le
bendiocarbe 100% des moustiques sont morts (N=125). Les moustiques

sont susceptibles dans ce village au bendiocarbe a la dose de 200mg/m?
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5.4.2 Susceptibiiité d’An. gambiae s.T au bendiocarbe a Tia cercle de
Bla

—e— Montalité test —a— Mortalité témoin

Mortalité{en pourcentage)

Figurell : Taux de mortalité des moustiques & Tia 24 heures aprés exposition au
bendiocarbe 4 la dose de 200mg/m?®.

Dans le village de Tia 24 heures aprés le test de sensibilité avec le
bendiocarbe 100% des moustiques sont morts (N= 100). Les moustiques

sont également susceptibles dans ce village au bendiocarbe a la dose de

200mg/m?2
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6. Commentaires et discussions

La présente étude, est une évaluation de la situation de la susceptibilité
du complexe Anopheles gambiae s.I. 4 la lambdacyhalothrine et au
bendiocarbe, et de certains paramétres entomologiques dans les cercles
de Koulikoro et Bla en prélude a la pulvérisation intra domiciliaire (PID).
L’étude s'est étendue d’Octobre 2007 a Janvier 2008.

Les cercles de Koulikoro et Bla ont été choisis sur la base de la
prévalence élevée du paludisme, la saison pluvieuse qui n’excéde pas 4
mois. Les villages ont été choisis sur la base de l'accessibilité sur la carte

touristique du Mali.
6.1 Composition vectorielle.

L’espéce vectrice rencontrée a été An. gambiae s.l dans ’ensemble des
villages. Sa fréquence €tait plus élevée a Bla qu’a Koulikoro.

Elle se compose d’An. gambiae s.s et d’An. arabiensis, ces espéces sont
trouvées en sympatrie (Fontenille et a/., 2003). La présente étude montre que la
fréquence d’An. gambige s.s prédomine sur celle d’An. agrabiensis au mois
d’Octobre dans les différents sites d’étude. Sangaré en 2000 a trouvé des résultats
similaires & Donéguébougou (savane soudanienne), et a observé que la fréquence
d’An, arabiensis augmente a partir de la fin de la saison pluvieuse. Cependant les
échantillons dans la présente étude avaient une taille relativement faibles.

La fréquence de la forme moléculaire M était supérieure a celle de la
forme moléculaire S dans 'ensemble des villages.

Toute fois d’autres auteurs (Traoré en 1989, Sangaré en 2000) ont noté
des fluctuations importantes des fréquences de ces espéces en fonction
des différentes saisons. La présente étude refléte les fréquences des

espéces pendant le seul mois d’Cctobre.
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En plus du complexe Anopheles gambiae s.l. dans la faune anophelienne
il y avait An. rifupes et An. pharoensis. Dans la faune culicidienne il y

avait Culex sp, Aedes sp et Mansonia sp.).

6.2 Susceptibilité d’An. gambiae s.l aux insecticides
6.2.1 Susceptibilité a la lambdacyhalothrine & la dose de 30mg/m?2

Les tests insecticides avec la lambdacyhalothrine (dosée a 30mg/m?2) ont
été faits avec les bouteilles de 250ml selon le CDC (W. Brogdon et al.,
1998). Les tests n’ont pas pu étre faits dans 2 villages de Koulikoro
(Nabougou et Ségueéla) a4 cause de la faible densité des moustiques
durant la période d’é¢tude. Dans les villages de Bla: Tia, Niala et
Bagadadji le kdt50 a été obtenu avant 30mn et le kdt95 avant 45mn. A
Koulikoro, dans le village de Kolimana le kdt50 a été obtenu & 15mn et le
kdt95 avant 30mn. La mortalité a 24heures a Niala était de 90,91%,
94,74% a Bagadadji, 100% 4 Tia et a Kolimana. Au total 260 moustiques
ont été testés a Bla et 120 a Koulikoro. Dans les villages de Tia et
Kolimana la mortalité est de 100%, la population d’An. gambiae s.l est
donc susceptible. Dans les villages de Niala et Bagadadji la mortalité est
respectivement de 91% et 95%. Selon les normes de 'OMS, il y aurait
une possibilité de résistance a confirmer. Cependant la taille faible de
I’échantillon pourrait influencer sur les résultats. La susceptibilité
pourrait étre mieux évaluée avec un échantillon de grande taille. Ces
résultats suggérent que la lambdacyhalothrine peut étre utilisée comme
insecticide pour la pulvérisationintradomiciliaire, tout en surveillant une

résistance éventuelle.

6.2.2 Susceptibilité au bendiocarbe

Les tests avec le bendiocarbe ont été faits avec des cages confectionnées

avec du papier Wattman, imbibé dans la solution d’insecticide dosée a
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200mg. Ils ont été faits sur la premiére génération des moustiques
provenant des villages de Séguela (Koulikoro), et de Tia (Bla). Le test a été
fait avec 25 moustiques par cage, a Séguéla au total 125 moustiques ont
été testés, et 100 moustiques a Tia. La mortalité a 24heures dans les 2
villages était de 100%. Les moustiques sont susceptibles au bendiocarbe
a 200mg dans les 2 villages. Ces résultats montrent que le bendiocarbe
peut aussi étre utilisé dans la pulvérisationintradomiciliaire, en
alternance avec la lambdacyhalothrine pour prévenir la résistance des

vecteurs.
6.2.3 Distribution du géne kdr

Les résultats de la présente étude ne soutiennent aucune différence
significative de la distribution du géne kdr entre les sites d’étude. Toute
fois dans ’ensemble de ces sites l’alléle susceptible prédomine largement
sur l'alléle résistant. Dans les études antérieures Fanello et al., en 2003
ont noté la présence du géne kdr chez la forme chromosomique Savane a
Banambani. Ils ont aussi noté que le kdr était présent & Banambani en
1987, et sa fréquence a augmentée de 2,8% en 1987 a 62,1% en 2000.
Tripet et al., en 2007, ont trouvé des résultats similaires, ils ont aussi
noté laugmentation progressive de la fréquence du géne kdr. La
fréquence du géne kdr dans le village de Pimperena (cercle de Sikasso),
en 2002 était de 80%. Ellé s’explique par le fait d'une grande utilisation
d’insecticide dans la culture du coton.

Le faible pourcentage de kdr observé aucours de cette étude
comparativement aux études précédentes au Mali pourra s’expliquer par
une pression de sélection plus faible dans les sites d’é¢tudes. Dans la
présente étude la forme moléculaire M a prédominé dans les 2 cercles, et
le géne kdr n’a pas encore été détecté dans la forme moléculaire M au

Mali (Tripet et al., 2007). Une étude étalée sur toutes les saisons, serait
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importante pour carréler la fréquence du géne kdr avec les fluctuations

des formes moléculaires,

6.3 Etudes entomologiques de la transmission

Les parameétres entomologiques ont été mesurés avec les moustiques
issus des captures par spray-catch, du mois d’Octobre. Ce mois a été
choisi sur la base que des études antérieures en zone de savane
soudanienne au Mali, v ont trouvée le pic de la transmission du
paludisme. IIs ne pourront pas refléter I'intensité de la transmission du

paludisme dans les sites d’étude sur I'ensemble des différentes saisons.

L’agressivité a été calculée avec les femelles issues de la faune résiduelle
matinale. Elle a varié de fagon significative d’un village a ’autre. Traoré
en 1989 et Sangaré en 2000 ont trouvé des chiffres supérieurs
respectivement 4 Banambani et Donéguébougou. Ceci peut s'expliquer
par le fait que ces auteurs ont utilis¢ les captures de nuits pour
déterminer l'agressiviteé.

Il ny avait pas de différence significative entre lindice d’antigéne
sporozoitique (IAS) dans les différents villages. Les mémes auteurs ci-
dessus sités ont également trouvé des chiffres supérieurs que dans la
présente étude. Le TIE a vari¢ de 12,6 piqures infectantes par homme
par mois & Kolimana a 0,79 piqure infectante par homme par mois a

Nabougou.

Une Anophéle collectée a4 Tia (Bla) était positive a 'ELISA CSP pour
Plasmodium vivax qui n’avait jusque la été rencontré qu’au Nord du Mali
(Koita, 1988). Pour la premiére fois donc, cette étude vient de révéler la
présence (méme a une fréquence relativement basse) de P. vivax au sud
du Mali. Une confirmation par des études parasitologiques et biologiques

sera nécessaire.
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7. Conclusion et Recommandations.

La présente étude avait pour but de faire le point sur la susceptibilité
d’An. gambiae s.l, a la lambdacyhalothrine et au bendiocarbe dans 3
villages de Bla et Koulikoro, ét le niveau de transmission, en prélude a la
pulvérisation intra domiciliaire en 2008.

Il ressort de cette étude qu’An. gambiae s.I est susceptible aux
insecticides testés. Toutefois le géne kdr est présent dans les cercles de
Bla et Koulikoro a faible fréquence. Eu égare a l'mugmentation de la
fréquence du geéne kdr avec les pressions de sélection, et le fait que la
présente €étude pourra ne pas refléter la situation de la résistance
pendant toute 'année, une surveillance s’impose durant la pulvérisation-
intradomiciliaire (PID). Le taux d’inoculation entomologique, servira a
évaluer limpact de la pulvérisationintradomiciliaire sur le niveau de

transmission.

Au terme de cefte étude les recommandations suivantes ont été
formulées :

» Aux autorités du Mali :

» La mise en place effective et rapide de la pulvérisation-
intradomiciliaire.

» De remédier aux lenteurs administratives pour faciliter les activités
de recherche.

» Aux chercheurs :

» Une surveillance rigoureuse de ’évolution de la fréquence du géne
kdr.

» Des études étalées sur toute 'année, qui vont faire une corrélation
entre le géne kdr et les formes moléculaires d’An. gambiae s.l, avec
le niveau de transmission.

» Aux populations des sites d’étude :

» La coopération pour les activités de recherche.
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Annexes 1

Fiche de bio-assal
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Annexes 2

Test de sensibilité du CDC

Procédure :

- Les bouteilles de 250 ml ont été labelées par ordre croissant avec une
bouteille control, chaque bouteille a recu 1000 pl d’acétone. L’acétone
sert de véhicule pour que linsecticide recouvre toute la surface de la
bouteille,

- Les bouteilles tests ont ensuite recu une dose de 10pg dune part et
30ug d’autre part de lambdacyhalothrine, avec une pipette différente de
celle utilisée pour l'acétone. La bouteille control n’a recu que de ’acétone.
- Les bouteilles ont ensuite été remuées dans tous les sens pour que
insecticide recouvre toute la surface de la bouteille. Elles ont ensuite été
roulées sur une surface plane jusqu’a I'évaporation total de la solution
contenue dans la bouteille (insecticide + acétone

) Aprés on les a ouvert, et laissé sécher pendant 2 heures de temps avant
le test.

- Les moustiques ont été mis par lot de 10, sans tenir compte de l'état de
réplétion, ils ont ensuite été mis dans les bouteilles tests et la bouteille
de control a Y'aide d’aspirateur & bouche.

- Le test a duré 1 heure de temps, chaque 15 minute les moustiques

Knock down étaient dénombrés et reportés sur la fiche de collecte des

données.

- A la fin de I'heure d’exposition, nous avons transfére les moustiques
dans des pots de capture non souillés par l'insecticide, sur chaque pot, a
été déposé du coton imbibé de jus sucré a 10%.

- Le décompte de la mortalité a été effectué aprés 24 heures. Les
résultats ont été portés sur nos fiches de collecte de données.

- Aprés 24 heures, les moustiques morts ont été conservés a part sur du

silica gel, les vivants & part de méme que les moustiques du control.
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Fiche de spray-catch

CAPTURE DANS LES HABITATIONS HUMAINES

LOCALITE: METHODES DE CAPTURES: spray caich
DATE: NOMBRE DE CASES PROSPECTEES:

N°Case | Type | Propriétaire | Nombre | Jeun | Gorgé | Semi- | Gravide | Total. | Chef
Case de gravide concession
dormeurs
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ANNEXES 4

Extraction de ’ADN
Chaque moustique a été place dans un tube eppendorf type 1,5ml
contenant 25ul de la solution tampon (flygrinding buffer). A 'aide d'un
pilon stérilise, le moustique a été écrasé et ensuite rince avec autre 25ul
de la solution tampon, puis le schéma suivant a été suivi :
Les tubes ont été place au bain-marie a 65 ¢ pendant 30 mn pour
inhiber l’'acidité des enzymes pouvant détruire ’ADN.

- Nous y avons ensuite ajoute 7ul d’acétate de potassium (pH 7.4).
Les tubes ont été incubes a -20 c pendant 30 mn, cette étape
permet de précipiter les protéines,

Apres le mélange a été centrifuge a 14000 tours par minute
pendant 15 mn.

- Le surnageant a été récupére dans de nouveaux tubes eppendorf
contenant 100ul d’éthanol absolu, l'ensemble a été incube a la
température ambiante pendant 5 mn. L'ajout d’alcool a pour but
de précipiter ’ADN au du tube.

- Pour obtenir le culot d’ADN, nous avons centrifuge la suspension a
14000 tour par minute pendant 15 mn pour ensuite verser
Péthanol absolu et ajouter I’éthancl a 70% pour laver 'ADN.

Les tubes ont été de nouveau centrifuges a 14000 tours par
minute pendant 5 mn, puis I'éthanol 70% a été verse et enfin le
culot d’ADN a été séché a la température ambiante.

L’ADN a été suspendu avec 25ul d’eau stérile et garde a -20 ¢

jusqu'a utilisation.
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ANNEXES 5

kdr detection by PCR elongation with fluorescence. A sect
of two forward primers and one reverse primer were designed
using the software Oligo version 6. The forward primers

were designed bearing in mind that they had to have high
priming efficiency but nevertheless show high annealing
specificity to the kdr susceptible and resistant alleles. We
opted for primers with similar sequences except for the kdr
substitution site located at their 3_ end (Figure 1 and Table 1).
A single reverse primer was designed just outside of intron 2
and was selected on the basis of its high priming efficiency
and compatibility with the forward primers (Figure 1 and
Table 1). The optimized PCR reaction mix for detecting the
Leu-Phe substitution included 0.25 _L of AGSWA primer
labeled with green fluorescence (5_ Hex), 0.12 _L of

AGRWA primer labeled with blue fluorescence (5_ Fam),

0.25 _L of the AGREV primer, 0.45 _L of DNTPs (10 mM),

and 0.125 _L of Taq (Eppendorf, Hamburg, Germany) and 1

_L of DNA template in a 25 _L reaction with 10X buffer, 5X
PCR enhancer (Eppendorf, Hamburg, Germany), and 2.5 _L
magnesium chloride (25 mM). PCR amplifications were done
on MJ Research PTC-200 thermal cycler (MJ Research, Watertown,
MA) and included an initial 2 minutes at 95°C, 1

minute at 95°C, 30 seconds at 63°C, 30 seconds at 72°C for 25
cycles and a final extension step at 72°C for 5 minutes. For the
Leu-Ser substitution conditions only 0.2 _L of AGSEA

primer labeled with green fluorescence (5_ Hex) was used.

PCR products were diluted 40 times in H20 before being
mixed with Genescan 400HD size standard (Applied Biosystems)
and run on an ABI 3100 capillary sequencer {Applied




Biosystems). The gels were analyzed using the ABI PRISM
Genescan Analysis Software (Applied Biosystems).

Sequence of the primers used for detecting kdr resistance in West and
East Africa

Forward primers

AGSWA

(Susceptible

West Africa)

5 GGCCACTGTAGTGATAGGAAATTTA 3°_
AGRWA

(Resistant

West Africa)

5 GGCCACTGTAGTGATAGGAAATTTT 3°_
AGSEA

(Susceptible

East Africa)

5 TGGCCACTGTAGTGATAGGAAATTT 3°_
AGREA

(Resistant

East Africa)

5’ TGGCCACTGTAGTGATAGGAAATTC 3°_
Reverse primer

AGREV 5_ GCAAGGCTAAGAAAAGGTTAAGCA
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110 bps

r/s

100 bps 110 bps

Chromatographs generated by Genescan after running

the fluorescent PCR products generated by the kdr assay. The
characteristic

Allele-specific fluorescent peaks of homozygote susceptible

s/s (top graph), resistant r/r {middle graph), and heterozygote r/s
Individuals (bottom graph) appear at size 110 bps in all cases. A

Nearby peak of fluorescence-labeled size standard (100 bps) simplifies
The identification of the diagnostic peaks
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ANNEXES 6

Détermination de I'infection des moustiques par ELISA CSP

Mode opératoire:

- mettre individuellement les tétes thorax dans les tubes Eppendorf de
1,5ml ;

- porter les références (date, lieu et méthode de capture, l'espéce
capturée) ;

- ajouter 50 ul de BBNP40 (Nonidetp-40) dans chaque tube ;

- écraser mécaniquement a l'aide de petits pilons et ajouter 200ul de BB
pour obtenir un volume final de 250ul dans les tubes ;

- déposer 50pul de l'anticorps monoclonal non marqué dans chague puits
d'une plaque de microtitration et laisser incuber pendant 30 minutes a la
température ambiante ;

- aspirer l'anticorps non marqué, mettre 200 pl de BB (Blooking Buffer)
et laisser incuber une heure de temps ;

- Aspirer le BB, puis mettre 50ul de chaque broyat de moustique dans les
puits correspondants ;

- mettre en méme temps les contréles positifs et négatifs dans les puits
correspondants et laisser incuber pendant deux heures,

- aspirer les broyats de moustiques et laver les plaques deux fois avec du
PBS-TWEEN (solution de lavage);

- déposer 50ul d'anticorps monoclonal marqué a la peroxydase dans
chaque puits et laisser incuber pendant une heure;

- aspirer l'anticorps monoclonal marqué et laver trois fois les plaques
avec du PBS-TWEEN;

- ajouter 100pl de substrat révélateur (substrat ABTS) par puits;




- faire la lecture visuellement & partir de la coloration aprés 30 a 60
minutes: les puits de la plaque colorés en vert contiennent les
moustiques positifs.

Préparation des solutions :

- Solution de lavage (PBS Tween) :

- dissoudre 9,65g de PBS dans 1000ml d'eau distillée et ajouter SO0ul de
Tween 20,

Solutions des controles positifs :

- Digsoudre 25pug de réactif dans 25pl d'eau distillée,

- Tube I: mettre 5ul de la solution de contréle dans 500ul de BB,

- Tube II: mettre 10ul du tube I dans 1000ul de BB,

- Tube III; mettre 10ul du tube II dans 500ul de BB.

Solution d'anticorps monoclonal non marqué

Prendre pour une plaque 5ml de PBS et ajouter 20ul d'anticorps.
Solution d'anticorps monoclonal marqué

Prendre pour une plaque Sml de BB et ajouter 10ul d'anticorps.

Solution révélatrice

Pour une plaque prendre 5ml de 'ABTS peroxydase substrat et 5ml de
peroxydase solution B les mélanger assez bien par l'agitateur. Sclution
BBNP40: faire le mélange de Smi de BB plus 25ul de NP40 et avec
l'agitateur agiter pendant 15mmn.

Solution de BB (Blocking Buffer) pour 1 volume de 500ml:

- 1] faut:

2,5g de caséine (0,5%),

50ml de NaOH (0,1N},

450ml de PBS (PH=7),

0,05g de Thimersol,

0,01g de phénol rouge.

- Prendre 100m! de NAOH a 0,1N plus 5g de caséine et faire bouillir

I'ensemble tout en agitant le mélange,




- une fois en ébullition arréter le chauffage et ajouter petit a petit 900ml
de PBS tout en agitant doucement,

- ajouter ensuite le Thimersol et le phénol rouge et laisser refroidir,

- le PH est ensuite ajusté a 7,4 par addition de goutte de HCI.
-Révélateur a la peroxydase: pour une plaque, prendre Sml de la

solution de peroxydase A et Sml de la solution de peroxydase B.




ANNEXES 7

Identification des espéces et des formes moléculaires d’An. gambiae
s.l. par PCR

Procédure.

- Numéroter les tubes PCR (0.2ml) correspondant au nombre de
moustiques a traiter.

- Mettre dans chaque tube une patte de moustique tout en prenant

soin de relever dans un registre les références (étiquette) du

moustique devant le numéro qui lui correspond.

- Mettre dans chaque tube 24ul de mixture et s’assurer que la patte

est complétement submergée dans la mixture.

- Utiliser un controle positif pour M, A, S et un contrédle négatif,

- Placer les tubes a -20° et attendre a ce que la solution se congéle.

-Programmer la machine (programmable thermal Controller] au cycle

d’amplification et attendre 94°C. Introduire les micros tubes (0.2)

contenant les réactifs nécessaires aux différentes réactions, puis

lancer la machine.

- Attendre a ce que la machine affiche sur I’écran FOR EVER ou 4°.

- Reprogrammer la machine a 37°C et ajouter 0.65pl de l'enzyme de

digestion Hha I et attendre 6 heures avant de les faire migrer a

I’électrophorése ou bien de les garder a4 4°C pour une migration

prochaine.
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Tableau : Composition des réactifs nécessaires pour la mixture a

Pidentification des espéces et des formes moléculaires d’An. gambiae s.1,

Réactifs Concentrations Concentrations
initiales finales

PCR

buffer(tampon) 10X 1X

dNTPs 10 mM 0.2 mM

Mgcl2 50 mM 2.5 mM

GA 20 ng/ul 6.25 ng

AR 20 ng/ul 18.75 ng

UN 20 ng/ul 12.5 ng

Taqg polymerase 5U /ul 08U

Cycle d’amplification

1.

U

6.

94 °C pendant 7mn
94 °C pendant 30 s
S0 °C pendant 30 s
72°C pendant 30 s
72°C pendant 7mn

4°C température de conservation des amplifiants

Ce cycle est répété 29 fois a partir de 1'étape 2.

8.2 Séquence nucléotidique des différentes amorces pour lidentification

des espéces et formes moléculaires
AG (gambiae) 5-CTGGTTTGGTCGGCACGTTT - 3’
AR (arabiensis) ~AATTGTCCTTCTCCATCCTA - &




UN (universel) 5’ -GTGTGCCCCTTCCTCGATGT- 3’

8.3 Electrophorése de L'ADN

8.3.1 Préparation du Gel et Interprétation des bandes

Nous avons préparé un gel d’agarose a 2% sur lequel 10ul! d’ADN
mélangés a 2ul de Dye (100mi d’H20 stérile + 46g de sucrose + 0.25g de
bleu de bromophenol) ont été logé par puits.

La migration a été conduite dans un bac electrophoretique a ’aide d'un
générateur (Electrophoresis power supply-EPS301) sous un courant de
150 volts pendant 1 heure.

Aprés migration, les bandes ont été visualisées sous une lampe UV et
photographiées a l'aide d'une camera quik shooter (IBI, model QSP/Hood
# 14, catalog N° 46420).

L'interprétation a consisté a identifier les espéces et leurs formes
moléculaires par comparaison de leur taille en base paire (bp) a celle du

marqueur moléculaire (100 bp DNA Ladder, Invitrogen Ready load).

Ainsi on a: 367 bp {An. gambiae forme M), 257 bp (An. gambiae forme
S), 292 bp (An. arabiensis).

Figure 8: identification des espéces et formes moléculaires sur un gel

d’agarose.

Légende
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: Marqueur moléculaire 100bp
: Controle positif forme M (espéce A)
: Controle positif d’An. arabiensis (espéce B)

4:

Contréle positif forme S (espéce A)

5, 10 ;. An. Arabiensis (espéce B)

6, 11 : forme M (espéece A)
7,8,9, 12 ; forme S (espéce A)
13 : Contréle négatif.
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insecticides pourraient étre utilisés pour ‘la pulvérisation
intradomiciliaire. Toutefois la présence du géne kdr dans les 2 zones,
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