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INTRODUCTION

Le paludisme, connu et décrit depuis la fin du 19° siécle comme maladie parasitaire fébrile a
transmission vectorielle, continue de tuer au 21° siécle. Il est une des principales maladies
mortelles touchant chaque année plus de 500 millions d’ames vivant dans les zones tropicales
avec au moins un million de décés annuels dans les zones de transmission endémique (Sachs
& Malaney, 2002). L’OMS estime que 90% des décés liés au paludisme surviennent en
Afrique subsaharienne ou également il tue chaque année, 20% des enfants agés de moins de 5
ans. Depuis la découverte de la transmission de I’agent pathogéne par la femelle d’anophele
en 1898 par Ronald Ross, la lutte contre le paludisme connut des périodes difficiles. Le
premier combat contre le paludisme fut dirigé vers I’assainissement de I’environnement qui
consista a éliminer les gites larvaires, source de développement du moustique. Il a été relayé
quelques décennies plus tard par I’utilisation d’extraits de plantes a activités insecticides
notamment les extraits des pyréthres (Chrysanthemum cinariaefolium) et surtout par
I’utilisation a grande échelle du Dichloro-Diphenyl-Tricholoethane (DDT) dont les propriétés
insecticides ont été découvertes a la faveur de la deuxiéme guerre mondiale (Muller, 1955).
Les succes fulgurants des premiéeres heures enregistrés avec le DDT conduisirent au concept
d’éradication totale du vecteur, slogan des grands programmes de lutte contre le paludisme a
I’époque (OMS, 1957). Cependant ce concept fut trés vite abandonné car si I’éradication
totale du vecteur a été réalisée avec succes dans certaines régions en Europe et aux USA, elle
connut des échecs dans les savanes tropicales d’Afrique (Cavalié & Mouchet, 1961; Mouchet
& Hamon, 1963). Les raisons de cet échec ont été attribuées en partie a I’émergence de la
résistance du vecteur au DDT (Choumara et al., 1959, Cavalié & Mouchet, 1961). Mais elles
seraient aussi a chercher dans le peu de connaissance sur la biologie et I’écologie des vecteurs
ayant conduit a une mise en place de stratégies de lutte inappropriées et aussi et surtout a des

ressources humaines quasi-inexistantes (Mouchet et al. 2004).
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En effet, le succés de la lutte antivectorielle dépend d’une bonne connaissance de la bio-
écologie des vecteurs et de la gestion de la résistance des vecteurs aux principaux insecticides
utilisés et également comme nous venons de le souligner de moyens humains, techniques et
financiers conséquents permettant la mise en place et la pérennisation de programmes
opérationnels de lutte. De nos jours, le concept d’éradication compléte ayant été abandonné,
la stratégie de la lutte antivectorielle, du moins contre les vecteurs du paludisme, vise a
réduire le contact homme-vecteur et donc a réduire la transmission du paludisme dans des
proportions ou il ne constituerait plus un probleme de santé publique.

Des vecteurs du paludisme en zone tropicale, surtout en Afrique au Sud du Sahara, le
complexe® Anopheles gambiae a été trés tot révélé renfermant certains des vecteurs les plus
efficients de Plasmodium falciparum, pathogene le plus répandu et le plus virulent du
paludisme. Il s’agit d’An. gambiae s.s. et An. arabiensis, deux especes a large distribution
géographique et qualifiées de « vecteurs majeurs » (Mouchet et al., 2004). A c6té de ces deux
vecteurs, An. funestus trés répandu dans les savanes africaines, joue également un réle de
vecteur majeur dans la transmission du paludisme (Robert et al. 1985a; Manga et al., 1997;
Dia et al., 2003; Cohuet et al., 2003).

Parmi ces vecteurs majeurs, An. gambiae s.s. est le plus anthropophile transmettant le
paludisme sous tous les facies épidémiologiques en Afrique subsaharienne (Fontenille &
Lochouarn, 1999; Cootzee et al. 2000). Tres logiquement, il a été I’objet de nombreuses
études portant sur sa capacité vectorielle, la structure de ses populations, sa bio-écologie et
plus récemment son statut de résistance aux insecticides (Coluzzi et al., 1985; Touré et al.

1998, Chandre et al., 1999a&b ; Diabaté et al. 2002, 2004b; Tripet et al. 2005, 2007).

tun complexe d’espéces est un ensemble d’especes jumelles morphologiquement non différentiables dont
I’identification nécessite des techniques cytogénétiques, biochimiques ou moléculaires
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Par ailleurs, les activités anthropiques tels que l'urbanisation et les aménagements hydro-
agricoles ont changé localement les conditions environnementales contribuant a la
transformation du faciés vectoriel. Cette modification de I’environnement par endroits aurait
des conséquences sur la densité et la composition spécifique des vecteurs du paludisme qui
peuvent se traduire par I’émergence d’especes jadis reléguées au rang de « vecteurs
secondaires » (Carnevale et al., 1999; Antonio-Nkondjio et al., 2005). De méme, dans
certaines zones a écologie particuliere comme c’est le cas des zones forestieres et des terroirs
aux abords des grands cours d’eau, l’activité de certains vecteurs secondaires est tres
soutenue; c’est le cas bien connu d’An. nili et d’An. moucheti au Cameroun en Afrique
Centrale (Antonio-Nkondjio et al., 2002; Awono et al., 2004).

L’agent pathogéne du paludisme a été découvert en 1880 par Lavéran comme étant un
protozoaire classé plus tard dans le genre Plasmodium. Moins d’une décennie apres, il a été
démontré que les moustiques du genre Anopheles sont les vecteurs de ce protozoaire. A partir
de ces deux événements scientifiques majeurs, les grandes lignes épidémiologiques de cette
maladie étaient supposées étre connues pour permettre la mise en place de grands
programmes de lutte. Apres de gros efforts déployés dans les années 60 pour stopper le
paludisme avec I’utilisation du DDT et de la dieldrine (Hamon et al., 1968), on assista a une
période de laisser-aller ou véritablement aucun suivi n’a pu suppléer les programmes mis en
place avant les indépendances. Un ensemble de difficultés liées a I’absence de dépistage
précoce et de traitement rapide de la maladie auquel s’ajoutent la résistance des vecteurs aux
insecticides et le changement de I’environnement a favorisé la résurgence du paludisme.

En I’absence de vaccin, le traitement du paludisme a été longtemps basé sur la prise de la
chloroquine sans véritables nouveaux traitements de rechange accessibles aux populations.
Ceci a conduit a I’émergence de la chimiorésistance liée a la résistance des parasites a la

chloroquine.
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Dans un contexte d’absence de programme stratégique, la lutte antivectorielle fit cependant
quelques progrés avec le lancement de la moustiquaire imprégnée d’insecticide en
I’occurrence de pyréthrinoides vers la fin des années 80 (Carnevale et al., 1988a). Le réle
principal de cet outil est de réduire le contact homme-vecteur, maillon essentiel de la
transmission du paludisme. L’efficacité de la moustiquaire imprégnée d’insecticide avec son
double avantage associant barriéres physique et chimique fut prouvée au début des années 90
par des études en Gambie et en Tanzanie (d’Alessandro et al., 1995). Mais sa vulgarisation a
grande échelle s’est heurtée a de nombreux obstacles (WHO, 2002). En effet, I’accessibilité et
le colt de la moustiquaire imprégnée, auxquels il faut associer le probléeme de la re-
imprégnation ont constitué un frein & son utilisation comme outil générique de lutte contre le
paludisme. L’avénement des moustiquaires imprégnées a longue durée d’action ou Long
Lasting Impregnated Nets (LLINS) au cours des années 90 a permis de résoudre les problemes
liés a la ré-imprégnation. Mais I’accessibilité, le colt élevé et I’acceptabilité de ces LLINs par
les populations liée a certaines pesanteurs socioculturelles constituent autant d’obstacles quant
a leur utilisation & grande échelle. Un important travail d’éducation et de sensibilisation des
populations reste donc a faire pour une large vulgarisation de cet outil. Quoique ces
moustiquaires imprégnées d’insecticide (classiques ou LLINS) conservent leur efficacité en
zones de résistance des vecteurs, une baisse de leur efficacité s’est déja amorcée dans certains
pays (N’Guessan et al., 2007). Dans ce contexte d’émergence de la résistance du vecteur aux
insecticides et d’augmentation des densités vectorielles a la faveur de certains changements
du milieu notamment les aménagements, la lutte antivectorielle reste toujours complexe. Mais
le combat doit continuer vers cette lutte effrénée pour la réduction de la transmission a un

niveau ou peut-étre un jour le paludisme ne sera plus un probléme de santé publique.
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Dans ce travail, seront abordés trois grands chapitres i) la bio-écologie des vecteurs et le
comportement de reproduction du vecteur majeur du paludisme, An. gambiae s.s. ii) la
transmission du paludisme dans les savanes africaines avec des particularités importantes
suivant certaines zones écologiques et enfin iii) la résistance des vecteurs aux insecticides
avec les conséquences sur la lutte antivectorielle.

Ces chapitres font la synthese d’études portant sur la transmission et la lutte contre les
vecteurs du paludisme au Burkina Faso étayée par les articles proposés dans la seconde partie,
le tout, rattaché au grand contexte du paludisme en Afrique.

Ces travaux réactualisent, a la faveur des progrés de la biologie moléculaire, d’éminents
travaux déja réalisés en la matiere au Burkina Faso (Robert, 1989; Costantini et al., 1999;
Diabaté, 2003). Enfin a I’ére de la génomique avec le séquengage complet du génome d’An.
gambiae (Holt et al. 2002) et dans un contexte ou la résistance des vecteurs aux insecticides
se généralise, quelques pistes de recherche sont proposées sur I’écologie génétique et la
gestion de la résistance pendant que les débats sur la re-introduction du DDT dans la lutte

contre les vecteurs du paludisme refont surface (Rogan & Chen, 2005).
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CHAPITRE 1 : PRESENTATION DE L’ETUDE
- MATERIELS ET METHODES

La plupart des études présentées dans ce document ont été entierement réalisées au Burkina

Faso ou en partie a partir d’échantillons collectés dans des sites du Burkina Faso (figure 1).

Figure 1: position géographique du Burkina Faso
1.1. Cadre de I’étude

Le Burkina Faso est un pays soudano-sahélien et continental totalement enclavé au cceur de
I’ Afrique de 1’Ouest. Il couvre une superficie de 274 000km?. Il est & I’intérieur de la boucle
du fleuve Niger entre 10° et 15° de latitude Nord et entre 2° de longitude Est et 5°30" de
longitude Ouest. En 2003, sa population était estimée a plus de 12 millions d’habitants
inégalement repartis avec une densité maximale dans le plateau central (figure 2). Le Burkina
Faso dans son ensemble est un pays plat. L altitude moyenne ne dépasse pas 400 metres et la
moitié du pays se situe entre 250 et 350 metres avec quelques variations locales (figure 3).
Quoique relativement peu arrosé, le Burkina Faso a un réseau hydrique assez important avec
trois grands bassins : bassin de la Volta, de la Comoé et du Niger. Chaque bassin est parsemé
de petits cours d’eau permanents a semi permanents qui permettent de maintenir les activités

agro-pastorales.
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Figure 3: relief du Burkina Faso (altitude en metre)
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1.1.1. Le climat

Le Burkina Faso situé au cceur du sahel posseéde dans son ensemble un climat de type
sahelien caractérisé par deux saisons : une saison séche et une saison des pluies ou hivernage.
La durée de la saison seche qui peut s’étaler de 6 a 8 mois est caractéristique des 3 zones
climatiques que connait le pays et couvre en moyenne d’Octobre a Avril. Cette saison séche
est dominée par les vents secs d’harmattan qui touchent toute 1’étendue du territoire avec une
transition vers la saison des pluies qui s’amorce en Avril avec I’arrivée de la mousson. La

saison des pluies va de Mai & Septembre, le mois d’Aodt étant le mois le plus pluvieux.
En fonction des isohyetes, on distingue trois zones climatiques (figures 4 et 5):

La zone sahélienne: elle s’étend au Nord du pays entre les latitudes 13°5°’N a 15°3’N.
Elle est caractérisée par une pluviométrie faible de moins de 600mm, des températures
élevées > 30°C et une végétation d’arbustes épineux qui en fait une zone d’élevage par

excellence. La saison séche dure souvent plus de 8 mois.

La zone soudano-sahélienne: elle est situee entre 11°3’N et 13°5’ N. Elle connait une
pluviométrie moyenne de 750mm avec des températures relativement élevées autour de
30°C. La duree de la saison séche varie entre 6 et 7 mois. Cette zone soudano-sahélienne est
I’aire géographique la plus vaste du Burkina s’étendant du Nord Ouest & I’Est et couvrant tout

le plateau central du pays.

La zone soudano-guinéenne: elle est située entre les latitudes 9°3’ et 11°3’N. Elle est
caractérisée par des pluies relativement abondantes en moyenne >900mm et des températures
plus douces comparées a celles des régions précédentes. Elle couvre la partie Ouest et Sud-
Ouest du pays. La saison des pluies dure plus de 6 mois toutefois avec quelques variations a

I’intérieur de la méme zone.
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La pluviométrie annuelle connait des variations importantes a I’intérieur de chaque zone
climatique mais aussi au cours des années ce qui modifie continuellement la limite des
isohyeétes. Il est aussi noté une tendance globale a I’accroissement des températures due au

réchauffement climatique a I’instar de ce qui est observé au niveau mondial.

Climat
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Zone sovdano-sehélienne (900-500mum)
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Figure 4: régions climatiques du Burkina Faso

Figure 5: précipitations annuelles moyennes
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1.1.2. La végétation
La végétation est typique des trois zones climatiques du pays (figure 6).

Dans la zone sahélienne stricte, on y rencontre la steppe arbustive dominée par les

épineux parsemées de quelques arbres et arbustes sillonnée de galeries forestieéres minces.

Dans la zone sahélo-soudanienne, les especes vegétales sahéliennes et soudaniennes y
interferent avec cependant une allure générale dominée par les espéces sahéliennes herbacées

donnant une apparence de fourrés a allure de brousse tigrée.

La zone soudanienne a soudano-guinéenne est le secteur de grandes savanes a facies
multiples parsemées de reliques de foréts fagconnées par les feux de brousse et d’intenses
activités agricoles et pastorales. On y rencontre quelques foréts classées et les « bois sacrés »
qui sont encore préservés par endroits tout le long des cours d’eau permanents. C’est la zone
de grands marécages surtout dans sa partie Sud-Ouest. L’abondance relative des pluies
maintient encore des savanes humides et boisées trés sollicitées par les activités agro-

pastorales. Quelques rares aires de foréts sont encore rencontrées a I’extréme Ouest du pays.

1.1.3. Les pratiques agricoles

On distingue deux grandes pratiques agricoles: les cultures vivriéres ou/et en rotation avec les
cultures de rente que sont le coton, I’arachide et le sésame. Le coton est cultivé
essentiellement a I’Ouest du pays qui constitue depuis plus de 40 ans le bassin cotonnier du
Burkina Faso. Avec la relance de cette filiere, de nouvelles aires ont été emblavées surtout a
I’Est et centre Est du pays constituant la seconde zone cotonniére depuis 1990. A cette zone
classique, s’ajoute la région extréme du Sud-Ouest réputée jadis pour sa production de

tubercules et jusqu’alors épargnée par le coton qu’elle expérimente depuis 1996.
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A c6té de ces cultures liées a la pluviométrie, I’installation des hydro-aménagements soutient
essentiellement la production de riz qui devrait connaitre un accroissement de rendement
avec deux récoltes par an (figure 7). Depuis I’an 2000, I’ensemble du pays en particulier les
zones a potentiel hydrique favorable, connait un essor des cultures de contre-saison en en
I’occurrence la production de mais et d’arachide a la faveur d’un grand programme
gouvernemental dénommé « la petite irrigation ». Ce programme qui vise a vulgariser cette
pratique a mis en place de petits aménagements par la création de points d’eau provenant des
cours d’eau déja existants. Toute cette modification du milieu (augmentation et aménagement
des aires cotonniéres et des hydro-aménagements) a un impact sur la bio-écologie des
vecteurs et leur résistance aux insecticides et par conséquent sur la transmission du paludisme

et sur les stratégies de lutte antivectorielle.
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Figure 6: carte de la vegetation
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Figure 7: principales pratiques agricoles dans les grandes régions climatiques
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Figure 8: répartition géographique des sites d’étude sur le territoire national
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1.2. Sites d’étude

Toutes les études sur la transmission du paludisme presentées dans ce document ont été pour
la plupart menées dans la partie ouest du pays qui coincide avec la zone soudanienne
caractérisée par une saison de pluies relativement longue allant de Mai a Octobre. Cette
saison de pluie qui couvre plus de 6 mois et qui correspond a la période intensive de la
transmission du paludisme en a fait un faciés endémique ou la transmission du paludisme est
stable. Il s’agit des sites de Soumousso, de la Vallée du Kou et de Léna, tous situés dans la
partie Ouest du pays. A ceci s’ajourent les sites pilotes du Programme National de Lutte
contre le paludisme (PNLP) comprenant Gaoua en zone soudanienne, Nanoro en zone
soudano-sahelienne et Dori en zone sahélienne. Les études sur la bio-écologie des vecteurs en
saison seche ont été réalisées a Ouagadougou en Avril 2006 tandis que celles portant sur le
comportement de reproduction d’An. gambiae s.s. & travers les essaims ont été menées a

Bama (VK7) et a Soumousso a I’Ouest du pays.

Par contre les études menées sur la distribution des génes de résistance ont concerné
I’ensemble du pays allant de 1I’Ouest au Nord et ont porté sur 26 sites échantillonnés entre
Juillet et Octobre 2006. Leur localisation au niveau national et leur cordonnées

géographiques sont reportées respectivement dans la figure 8 et dans le tableau I.

1.3. Méthodes d’échantillonnage des anophéles
Cet échantillonnage a été fait suivant différentes techniques et en fonction du type d’étude.
1.3.1. Capture sur appat humain

Cette méthode a permis de capturer les spécimens ayant servi a de mesurer I’agressivité des
moustiques vis-a-vis de I’homme ou taux de piqare lequel paramétre est utilisé pour le calcul

du taux de transmission palustre. Ces captures nocturnes se déroulent entre 19h et 6h.
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Les volontaires ou «captureurs» jouant le réle d’appat humain, munis de torche, capturent les
moustiques qui se posent sur les jambes dénudées avant que ceux-ci ne les piquent, a I’aide
de tubes a hemolyse (Illustration 1). Les spécimens collectés sont référencés et regroupés en
fonction de certaines informations que sont la localité, la date, I’heure de capture, la maison
et le lieu de capture (a I’intérieur ou a I’extérieur des maisons). Ces caractéristiques
permettent outre le taux de piqlre de déterminer le comportement (endophagie/exophagie)
ainsi que les rythmes d’activité. Chaque poste de capture est assuré par deux captureurs qui
se relayent I’un entre 19h et Oh et I’autre de Oh a 6h. Avant de les enrdler, chaque captureur
est informé des procédures de capture et en cas de consentement, une prophylaxie est fournie
suivant les recommandations de I’OMS tenant compte du contexte local de chimiosensibilité
des parasites. Les ovaires des spécimens capturés sont ensuite disséquées pour la lecture de la
parité (&ge physiologique des femelles). La recherche des parasites (sporozoites) qui se
faisant auparavant par dissection des glandes salivaires et détection microscopique se réalise
dorénavant au laboratoire a I’aide de la technique ELISA — CSP pratiquée sur la téte et le
thorax des femelles a analyser, ce qui permet d’évaluer le taux d’infection des femelles
(Burkot et al., 1984). Cette méthode de capture a été principalement utilisée pour la mesure
du taux d’inoculation entomologique (TIE, voir chapitre 3 pour les détails de la formule du
TIE) dans les études de la transmission a I’Ouest du pays. Mais pour des raisons
essentiellement éthiques, cette technique d’échantillonnage tend vers un abandon progressif

favorisant I’utilisation des piéges lumineux tels que les pieges CDC.

1.3.2. Capture par les pieges CDC

La capture sur homme a été remplacée par les captures a I’aide des piéges CDC pour I’étude

de la bio-écologie des vecteurs dans la ville de Ouagadougou en avril 2006 (lllustration 2).
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Cette méthode consiste a placer un piege lumineux CDC a cété d’un dormeur couché sous
une moustiquaire non traitée aux insecticides. Les moustiques agressifs qui cherchent a
piquer sont déviés vers le piége. La suite du protocole (tranche horaire, référence des tubes

par date, localité etc) reste inchangé.

1.3.3. Capture a I’aide de filet

Cette méthode a été essentiellement utilisée pour collecter les moustiques dans les essaims
dans le cadre des études du comportement de reproduction d’An. gambiae s.s. sur le terrain.
Elle a I’avantage de prendre plusieurs centaines de moustiques a chaque fauchage incluant
aussi bien les males que les femelles (Illustration 3). L’identification des moustiques se fait
comme dans les autres protocoles (identification morphologique puis moléculaire, cf

chapitres 3 et 4 pour les détails).

1.3.4. Capture par pulvérisation d’insecticides a I’intérieur des maisons

Cette méthode permet seulement la collecte de spécimens qui sont au repos dans les
habitations dénommeée encore faune résiduelle (Illustration 4). Elle consiste a étaler des draps
blancs dans les chambres qui sont apres fermées et a pulvériser de I’insecticide a base de
pyréthrinoide non rémanent dans la piéce en insistant au niveau des issues et des points de
cachette (toit, portes, fenétres, dessous des couchettes) pour «dénicher» les moustiques et
éviter au maximum leur sortie. Au bout d’un quart d’heure, les moustiques en général
tombent, morts ou assommés, sur le drap et sont ensuite collectés. Seuls les anophéles sont
conservés. Cette technique permet de collecter surtout les femelles a différents niveaux de
réplétion (gorgées, semi-gravides et gravides). En fonction de I’objectif de I’étude et de
I’heure de capture, il est possible d’obtenir un effectif satisfaisant de femelles semi-gravides

chez lesquelles les chromosomes polythénes des ovaires peuvent étre facilement visibles
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(dans le cadre de nos travaux portant sur la caractérisation des formes chromosomiques d’An.
funestus selon I’algorithme de Costantini et al., 1999). Les spécimens qui n’auront pas
totalement digéreé le sang peuvent servir pour déterminer I’origine de leur repas de sang par la

technique d’ELISA-RS (Beier et al., 1988) au méme titre que la technique d’ELISA —CSP.

1.3.5. Capture a I’aide d’un aspirateur manuel (ou électrique)

Cette méthode permet de collecter des spécimens qui sont au repos dans des habitations et
dans des gites de repos ne facilitant pas la pulvérisation d’insecticide (illustration 5). Elle a
aussi I’avantage de collecter des spécimens vivants qui peuvent servir plus tard par exemple
dans le cas des femelles gravides a effectuer des pontes individuelles indispensables pour
monter des colonies homogeénes en insectarium. Cette méthode permet de regrouper des
larves (isolarves) de méme forme moléculaire issues de ponte individuelle de femelles
préalablement identifiées par PCR. Elle a permis dans nos travaux, la production des larves
des deux formes moléculaires d’An. gambiae s.s. qui ont servi aux études de transplantation

larvaire sur le terrain.

1.3.6. Collecte des larves

Les larves sont recherchées dans des gites larvaires productifs a I’aide de louches et de
cuvettes avec lesquelles on les récolte rapidement a la surface de I’eau (lllustration 6). Cette
méthode permet de collecter des spécimens vivants identifiés morphologiquement au stade
larvaire et peuvent étre ensuite élevés a I’insectarium jusqu’a émergence. Les adultes peuvent
servir en particulier pour les tests d’insecticide (bio-essais) en fonction de leur provenance
(localité) et de la saison (saison des pluies, saison seche) en comparant leur sensibilité a la

souche de référence An. gambiae «Kisumu» maintenue a I’insectarium.

Présentation de I’étude
16



[lustration 1: capture de moustiques sur appét Hlustration 2: capture de moustiques par
humain piégeage CDC

Illustration 3: capture de moustiques par les Ilustration 4: collecte de moustiques aprés
filets pulvérisation intradomiciliaire d’insecticide
non rémanent

Illustration 5: capture intradomiciliaire de Illustration 6: collecte de larves dans une
moustique par aspiration a bouche collection d’eau temporaire
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1.4. Identifications morphologique, moléculaire et cytogénétique
- ldentification morphologique des specimens collectés

Aprés les sessions de collecte de moustiques adultes (toutes espéces confondues) par les
différentes méthode de capture que nous venons de voir, les spécimens sont identifiés
morphologiquement a I’aide de la clé d’identification de Gillies et de Meillon (1968) et de
Gillies et Coetzee (1987). Celles-ci permettent de distinguer les espéces d’anophéles vecteurs
et de les séparer des autres anophéles et autres culicidés qui ne sont pas forcément pris en

compte dans les études de transmission du paludisme.
- ldentification moléculaire des espéeces et formes moléculaires

Apres ce premier tri, les spécimens sont en général identifiés par PCR pour caractériser les
membres des complexes d’especes et les formes moléculaires a partir d’ADN extrait sur
quelques pattes de moustique détachées des spécimens a analyser. La plupart des espéces
d’An. gambiae s.l. ont été identifiées grace au protocole de Scott et al. (1993) et les formes
moléculaires au sein de I’espéce An. gambiae s.s. par le protocole de Favia et al. (2001). Les
principaux membres du groupe funestus ont été identifiés selon le protocole de Koekemoer et
al. (2002) modifié par Cohuet et al. (2003). Les détails des protocoles peuvent étre consultés

en annexe 1.
- ldentification cytogénétique

Seule I’identification cytogénétique permet de distinguer les formes chromosomiques
«Kiribina» et «Folonzo» au sein des populations d’An. funestus s.s. Pour ce faire, les ovaires
sont disséqués des femelles semi-gravides issues des captures d’anopheles adultes en
particulier par pulvérisation intradomiciliaire d’insecticide non rémanent ou par aspiration a

bouche a I’intérieur des maisons (voir techniques précédemment décrites).
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Les ovaires sont ensuite conservés dans du carnoy qui est un mélange d’acide acétique glacial

et d’éthanol (3:1).

Les inversions chromosomiques caractéristiques de chaque forme sont identifiées sur les
chromosomes polythénes des ovaires sous microscope a contraste de phase (lllustration 7) en
appliquant I’algorithme de Costantini et al. (1999) [voir détail et figure 10 dans le paragraphe

4.2. du chapitre 2].

Illustration 7: inversions chromosomiques majeures caractéristiques chez An. funestus s.s.
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1.5. Taux d’infection et origine du repas de sang des femelles (ELISA CSP et RS)

- ELISA-CSP

Pour déterminer le taux d’infection des femelles d’anophéles au Plasmodium, la technique
Elisa (Enzym Linked Immunosorbent Assay) a été utilisée (Illustration 8). C’est une
technique colorimétrique qui consiste a rechercher les anticorps des protéines membranaires
du parasite (circumsporozoite protein ou CSP en anglais) dans la téte et le thorax du
moustique déja identifie par PCR. Ce procédé a base immunologique basé sur la réaction
anticorps-antigene est un test a priori qualitatif qui permet de détecter la présence du parasite
(au stade sporozoitique) chez le moustique (Burkot et al., 1984, Wirtz et al., 1987). Il est
précis et permet de distinguer a I’aide d’anticorps spécifique les différentes especes de

Plasmodium en cas d’infection mixte. Le détail du protocole peut étre consulté en annexe 2.

ELISA en sandwich

2 Ac monoclonaux prennent en
sandwich I’Ag du sporozoite
(Wirtz et al., 1987)

Photo OMS

Illustration 8: détermination du taux d’infection par la technique d’Elisa-CSP

(Wirtz et al., 1987)
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- ELISA-RS

L’origine du repas de sang pris par les femelles lors de la pigdre peut étre déterminée a I’aide
de la technique ELISA- repas de sang (RS). A I’instar des ELISA-CSP, cette technique utilise
des anticorps provenant de plusieurs sources de sang (homme, bceuf, mouton, chévre, porc,
ane, poulet etc). Elle consiste a déterminer I’origine du sang trouvé dans I’abdomen du
moustique gorgé en I’occurrence les femelles prises au repos (soit par pulvérisation
d’insecticide soit par aspiration a bouche) qui n’auront pas totalement digéré le sang grace a
la réaction immunologique a partir des anticorps que nous venons de mentionner (Illustration
9). Elle permet de savoir si le moustique s’est gorgé sur un sujet humain ou plut6t sur animal
ou sur les deux a la fois (en cas de repas mixte) et ainsi de déduire les préférences trophiques
des différentes especes (Beier et al. 1988). Le détail du protocole peut étre consulté en

annexe 2.

ELISA repas de sang (Beier ef al., 1988)

Photo IRSS/CM

Illustration 9: analyse de I’origine des repas de sang par la technique d’Elisa-RS

(Beier et al., 1988)

Présentation de I’étude
21



1.6. Bio-essais et caractérisation moléculaire des génes de résistance
- Bio-essais en tubes OMS

Pour tester le statut de résistance des vecteurs aux insecticides, le test de sensibilité en tube
OMS a eteé utilisé (Ilustration 10). Il consiste a mettre des moustiques a jeun ages de 2-3
jours en contact du papier imprégné de I’insecticide qu’on veut tester et a lire la mortalité qui
en résulte 24h apres le contact. Deux parameétres importants sont pris en compte dans cette
analyse: le taux de mortalité des moustiques (exprimé en pourcentage des moustiques morts)
et le temps de KD (knock-down en anglais qui signifie paralysé sous I’effet de I’insecticide).
Le temps de KD exprime le temps qui correspond a une proportion donnée de moustiques
tombés sous I’effet de I’insecticide. Mais dans la pratique seuls les KDsp et KDgs qui
correspondent respectivement au temps ou 50% et 95% de I’effectif testé est tombé sont pris
en compte. Ce parameétre qui n’exprime pas en réalité la mortalité permet cependant de
déceler des signes de tolérance de la souche testée a I’insecticide et a la dose a laquelle elle
est exposée. La mortalité proprement dite est exprimée en taux de mortalité correspondant au
pourcentage de moustiques effectivement tués par I’insecticide rapporté 24 heures apres
I’exposition de la dite souche a I’insecticide. Le seuil de sensibilité est fixé a 95% de
mortalité pour la perméthrine 1% et la deltaméthrine 0.05% et de 90% pour le DDT4%. Ce
test est validé par une comparaison des résultats avec ceux de la souche sensible de référence,
An. gambiae «Kisumu». La souche est dite résistance si son taux de mortalité en fonction de
I’insecticide testé se situe dessous du seuil défini. La souche testée peut provenir de
moustiques issus de collecte directe de larves sur le terrain et mises en élevage a
I’insectarium, soit d’une colonie issue de ponte individuelle de femelles capturées sur le
terrain (voir différentes méthodes de capture de femelles vivantes et de larves). Mais pour des
contraintes de terrain, le bio-essai peut étre réalisé directement sur des moustiques adultes

(préférentiellement & jeun) directement capturés sur le terrain par aspiration a bouche.
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C’est le cas précis des zones qui ne disposent pas d’insectarium pour un élevage approprié de
moustiques ou difficile d’accés telles que les zones inondées ne permettant pas une
prospection larvaire. Apreés la lecture de la mortalité, les spécimens sont conservés sur du
silicagel dans des tubes référencés suivant le statut de sensibilité (morts ou vivants), la date
du test, I’insecticide testé, la localité et stockés a -20°C. lls pourront apres étre identifiés (si la
souche n’a pas été identifiée auparavant) par PCR pour déterminer I’espece et/ou les formes

moléculaires et éventuellement caractériser les genes de résistance.
- Caractérisation moléculaire des génes de résistance (kdr et ace.1)

Aprés I’identification morphologique et spécifique par PCR pour déterminer les especes
d’An. gambiae s.1. et d’An. funestus s.l. et des formes moléculaires M et S d’An. gambiae s.s.
et en fonction des objectifs de chaque étude, les genes de résistance tels que les mutations kdr
Leu-Phe et ace.1 G119S peuvent étre ensuite détectés respectivement selon les protocoles de
Martinez-Torres et al. (1998) et de Weill et al. (2004). Ces analyses peuvent étre effectuées
de facon indépendante sur des moustiques directement collectés sur le terrain (adultes ou
larves) ou au contraire destinées a compléter les résultats du bio-essai en précisant le

mécanisme et la fréquence des genes de résistance des souches testées.

VIEThOdE

- femelles non-gorgees de 2-5 jours
(4 repliques / n = 100)

- Papiers imprégnés
aux doses diagnostiques de | 'OMS

par log-probit

- Mortalité 24h plus tard
Seuil de sensibilité :
* 95% mortalité a perm1%, Del 0,05%
* 90% mortalité avec DDT 4%

(Perm 1%, Del 0,05%, DDT 4%)
Anzlhyse
-Tps de Kd pdt la lere heure
exposition : KDTg, & KDTgg

Ilustration 10: schéma du bio-essai en tube OMS
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Tableau I: cordonnées géographiques, zone climatique et principale production agricole
des sites d’étude

Site Longitude  Latitude Zone climatique  Environnement Production agricole
1 Bama centre VK5  4.2442W 11.2314 N Soudanien Rural Riz
2 Bama périphérie VK7 4.2459 W 11.2410 N Soudanien Rural Riz/coton
3 Léna 3.5343W 11.1817N Soudanien Rural Coton
4 Soumousso 4.0243W 11.0054 N Soudanien Rural Coton
5 Léguéma 41018 W 11.1409 N Soudanien Rural Maraicher/coton
6 Toussiana 43754 W 10.4926 N Soudanien Rural Vivriére/coton
7 Bagré 0.2834 W 11.3209 N Soudanien Rural Riz/maraicher
8 Di 3.0410 W 13.0410 N  Soudano-sahélien Rural Riz/maraicher
9 Niassan 3.0410 W 13.0935 N Soudano-sahélien Rural Vivriére
10 Dori 0.0134 W 14.0258 N Sahélien Rural Vivriére
11 Gaoua 3.1025W 10.1929 N Soudanien sub-urbain Vivriere
12 Banfora 44528 W 10.3736 N Soudanien sub-urbain Canne/coton
13 Batié 9.270W  2455N Soudanien Rural Vivriére/coton
14 Orodara 45429 W 10.5825 N Soudanien Rural Fruitier/coton
15 P6 1.0807 W 11.1007 N Soudanien Rural Vivriére
16 Houndé 3.3120 W 11.2935N Soudanien Rural Vivriére
17 Boromo 25519 W 114444 N Soudano-sahélien Rural Coton
18 Dédougou 3.2739 W 12.2527 N  Soudano-sahélien Rural Coton
19 Nouna 3.335 W 12.37N  Soudano-sahélien Rural Coton
20 Sabou 2.1329 W 12.0341 N Soudano-sahélien Rural Vivriére/maraicher
21 Koudougou 22150 W 12.1455 N  Soudano-sahélien sub-urbain Vivriére/maraicher
22 Nanoro 1.2683W 18.167 N  Soudano-sahélien Rural Vivriére
23 Kaya 1.0516 W 13.0515 N Soudano-sahélien Rural Vivriére
24 Koupela 0.2115W 12.1052 N  Soudano-sahélien Rural Vivriere
25 Manga 1.140 W 10.5N Soudano-sahélien Sub-urbain Vivriére/coton
26 Koubri 1.2163W 13.886 N  Soudano-sahélien Rural Vivriére/maraicher
27 Kombissiri 1.204 W 121N Soudano-sahélien rural Vivriére/coton
28 Fada-N’Gourma 0.2139E 12.0317 N Soudano-sahélien sub-urbain Vivriére
29 Kantchari 13118 E 12.2843 N Soudano-sahélien rural Vivriére
30 Ouahigouya 2.2501 W 13.3409 N Soudano-sahélien sub-urbain vivriere/maraicher
31 Bobo-Dioulasso 41730 W 11.1041 N Soudanien Urbain Maraicher-
32 Ouagadougou 1.3040 W 12.2008 N  Soudano-sahélien Urbain Maraicher

Vivriére : culture vivriére
Maraicher: culture maraichére
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CHAPITRE 2: BIO-ECOLOGIE DES VECTEURS DU PALUDISME

Les vecteurs du paludisme sont des anophéles appartenant a la sous famille des Anophelinae
(Diptera : Culicidae) et tous regroupés dans le genre Anopheles. Ce genre est I’un des plus
importants en santé publique et regroupe prés de 400 especes dispersées dans le monde dont
70 sont des vecteurs de maladies humaines tels que le paludisme et les filarioses
lymphatiques (Bruce-Chwatt, 1987). Si dans les savanes d’Afrique subsaharienne plusieurs
especes d’anopheles sont recensées, quatre qualifiées de « vecteurs majeurs » sont
formellement reconnues comme assurant la quasi-totalité de la transmission du paludisme:
An. gambiae Giles, An. arabiensis Patton, An. funestus Giles, An. nili Theobald (Gillies &
Coetzee, 1987; Coetzee et al., 2000). A celles-ci s’ajoute An. moucheti dans les zones de
foréts d’Afrique Centrale assurant la transmission du paludisme dans les zones de grands

cours d’eau (Antonio et al., 2002; [article 1]).

Certains vecteurs dits secondaires® assurent localement la transmission du paludisme aux
cotés des vecteurs majeurs® surtout sur le littoral et le milieu insulaire tels An. melas sur les
cotes lagunaires d’Afrique de I’Ouest, An. merus et An. mascarensis a Madagascar

(Fontenille & Campbell, 1992; Pock Tsy et al., 2003).

Cette diversité en Afrique intertropicale (ou la plupart de ces vecteurs vivent en sympatrie)
donne lieu a une certaine complexité dans la plupart des facies de transmission du paludisme
tant dans son intensité que dans sa dynamique. Ceci rend ainsi plus spécifique I’approche de
la réduction du contact homme-vecteur (Mouchet et al., 1993; Fontenille & Lochouarn,

1999).

2Un vecteur secondaire assure la transmission du paludisme & coté d’un vecteur majeur mais ne peut & lui seul assurer la
pérennité de cette transmission

3Un vecteur majeur assure la transmission du paludisme durant toute la saison de la transmission assurant ainsi & lui seul la
pérennité de la transmission
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Des études menées sur le comportement trophique et de repos dans le complexe An. gambiae
ont permis de démanteler ce dernier en 6 (White, 1974) puis plus récemment en 7 especes
jumelles (Hunt et al., 1998). A la lumiere des techniques cytogénétiques, isoenzymatiques et
moléculaires, de nombreuses études ont permis de réévaluer les entités taxonomiques au sein
de ces vecteurs. Elles ont mis en évidence un certain niveau d’hétérogenéité génétique au sein
de ces taxons aboutissant par endroits a des phénomenes de spéciation (Bryan et al., 1987;
Coluzzi et al., 1985; Costantini et al., 1999; Awono et al., 2004). Ces résultats ont permis de
mieux hiérarchiser le rble vectoriel des nouvelles entités qui en ont résulté. En Afrique
tropicale, An. gambiae s.s. et An. arabiensis sont les principaux vecteurs du complexe An.
gambiae, An. funestus s.s. du groupe funestus et An. nili du groupe nili ayant également avec
les deux précédentes espéces un réle de vecteur majeur (Gillies & Coetzee, 1987; Harbach et

al., 1994; Hunt et al, 1998; Awono et al., 2004; Cohuet et al., 2004).

2.1. Le complexe Anopheles gambiae

Jadis considéré comme un seul taxon, I’accumulation d’évidences concernant un certain
degré de polymorphismes morphologiques et d’hétérogénéités comportementales en ont fait
un complexe de sept especes jumelles reparties de fagon hétérogéne a travers toute I’ Afrique
subsaharienne (Hunt et al., 1998), des savanes aux foréts, des cotes au désert renfermant les

meilleurs vecteurs du paludisme au monde. Ce sont:
- Anopheles gambiae s.s. Giles, 1902

- Anopheles arabiensis Patton, 1904

- Anopheles melas Theobald, 1903

- Anopheles merus Doenitz, 1902

- Anopheles bwambae White, 1985
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- Anopheles quadriannulatus A Theobald, 1911
- Anopheles quadriannulatus B, Hunt et al., 1998

En général, la répartition de ces vecteurs suit certaines caractéristiques éco-climatiques. Ainsi
An. gambiae s.s. est plus fréquemment rencontré en zone de forét et de savane humide
(Coluzzi, 1993; Wondji et al., 2002) mais aussi dans les savanes seches ouest-africaines
s’étendant du Sénégal au Burkina Faso (Touré et al., 1998; Dia et al., 2003; Diabaté et al.
2004b; [article 2]). Elle vit en sympatrie dans la presque totalité des savanes afro-tropicales
avec An. arabiensis qui se retrouve quasi seul dans les zones sahéliennes et désertiques ou il
montre des orientations zoophiles et exophiles. Leurs gites de prédilection sont des
collections d’eaux douces stagnantes ensoleillées, peu profondes et faiblement chargées de
matieres organiques. Mais avec I’anthropisation du milieu a la faveur de I’'urbanisme, on
assiste a une colonisation de gites atypiques pollués (mares temporelles, déchets de
civilisation, caves de briques) chargés de matiéres organiques denses surtout dans les
banlieues de quelques agglomérations urbaines (Trape et al., 1987; Vercruysses et al., 1983,
Robert et al., 1998). Ces gites traversent de fagon extraordinaire la longue saison seche. Une
prospection de I’habitat larvaire en avril 2006 dans les banlieues de Ouagadougou a révelé la
productivité de la quasi-totalité¢ des gites remplis de matiéres organiques polluées.
L’identification spécifique de ces larves a montré qu’elles étaient composées d’An.
arabiensis (72%), d’An. gambiae forme M (37%) et d’An. gambiae forme S (3%) [article 3].
Ce cas particulier d’adaptation et la colonisation des grandes villes par les vecteurs du

paludisme pose la problématique du paludisme urbain (Robert et al., 2003).

An. melas et An. merus, deux especes «cotieres» dont le stade larvaire se déroule en eau
saumatre, occupent respectivement le littoral de I’Afrique de I’Ouest allant du Bénin au
Sénégal (Akogbeto et al., 1999a; Diop et al., 2002; [article 4]), et les cotes de I’ Afrique de

I’Est et de Madagascar (Pock Tsy et al., 2003).
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Dans ces zones, ces deux especes dites halophiles jouent un role de vecteur secondaire du

paludisme aux cétés d’An. gambiae s.s.

Les deux espéces d’An. quadriannulatus sont rencontrées en Ethiopie et dans la partie
orientale de I’Afrique méridionale ou les larves vivent en eau douce. Enfin, An. bwambae a
une répartition géographique plus circonscrite puisque ses larves se développent dans les
sources d’eau minerale de la forét de Semliki en Ouganda (White, 1985). Les trois dernieres

espéces a comportement de pigdre zoophile ne sont pas vectrices de paludisme.

An. melas, An. merus, An. quadriannulatus A et B et An. bwambae vivent en sympatrie avec
An. gambiae s.s. et/ou An. arabiensis mais sont allopatriques entre elles (Bryan et al., 1987).
Ces especes sont isolées entre elles par de robustes mécanismes d’isolement reproductif non
encore formellement élucidés mais qui pourraient étre basés sur des différences de
comportements pré-copulatoires (Coluzzi et al., 1985). De toutes, An. gambiae s.s. est le

vecteur le plus important dans la transmission du paludisme (Coetzee et al., 2000).

Le taxon An. gambiae s.s., lui-méme issu du démantélement du complexe An. gambiae, a été
tres tot soupconné de présenter certaines hétérogénéités génétiques suggérant un certain
niveau d’isolement reproductif. En effet, en Afrique de I’Ouest, des analyses cytogénétiques
basées sur les arrangements des inversions chromosomiques en particulier les inversions sur
le bras chromosomique 2 (2R) ont montré un grand polymorphisme au sein de cette espéce.
Les inversions les plus exprimées sont les 2Rbc, 2Ru, 2Rd qui ont permis de subdiviser ce

taxon en 5 formes chromosomiques plus ou moins génétiquement isolées.
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Ces caryotypes ont été rarement trouvés en équilibre de Hardy-Weinberg® avec un déficit
systématique d’hybrides (Coluzzi et al., 1985; Petrarca et al., 1987; Touré et al., 1994;
Coluzzi et al., 2002). Ces formes chromosomiques ou cytotypes que sont «Mopti», «Savane»,
«Bissau», «Bamako» et «Forét», considérées déja comme des especes « naissantes » ou
incipientes® (Coluzzi et al., 1985; Touré et al., 1994; 1998), sont réparties en Afrique de
I’Ouest suivant les divers faciés environnementaux. Mais si dans la nature la barriére
génétique a été plus évidente, au laboratoire des hybrides viables et fertiles (Di Deco et al.,
1980; Persiani et al., 1986) ont été obtenus ce qui suscita des débats sur leur degré de
spéciation. Ces arrangements conféreraient une adaptation au milieu plut6t qu’un isolement
reproductif entre formes. La forme Mopti avec les inversions 2Rbc aurait I’avantage de
survivre en conditions séches en toutes saisons tandis que la Mopti Rbu s’adapte mieux a la
saison pluvieuse ou elle entre en compétition avec la forme Savane Rb qui y est inféodée
(Robert, 1989; Touré et al., 1998). Cette adaptation a I’environnement aurait favorisé une
structuration de ces deux formes chromosomiques en fonction de la variation du milieu qui
serait a la base d’un début de spéciation au Mali et au Burkina Faso (Caputo et al., 2007). Les
analyses moléculaires ont permis de regrouper ces cing formes chromosomiques en deux
formes moléculaires nommées forme M et S. L’identification moléculaire de ces formes est
basée sur un test PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) a partir de la
séquence des nucléotides des espaces intergéniques (IGS) et de I’espace intérieur transcrit
(ITS) de I’ADN ribosomal (Favia et al., 1997; 2001). Ces deux formes moléculaires, quoique
conduisant a des hybrides M/S au laboratoire, semblent génétiquement plus isolées que les
formes chromosomiques. Elles sont ainsi considérées comme deux entités en voie de

spéciation (della Torre et al., 2001, 2002).

*Une population est dite en équilibre de Hardy-Weinberg quand elle est stable (grande taille, reproduction
sexuée, diploide, peu influencée par la sélection naturelle et la mutation, fermée

*Des espéces incipientes ou espéces « naissantes » sont des espéces en voie de spéciation mais ne sont pas
encore des entités taxonomiques complétes

Bio-écologie des vecteurs du paludisme
29



Faisant toujours la relation entre formes chromosomique et moléculaire, aucun
chevauchement parfait n’est observé entre elles, a I’exception du Burkina Faso et du Mali.
Au Burkina Faso en effet, deux formes chromosomiques «Mopti» et «Savane» sont
rencontrées et correspondent respectivement aux formes moléculaires M et S. Elles vivent en
sympatrie a des fréquences variables suivant les conditions du milieu (Robert, 1989; Diabaté
et al., 2004b; della Torre et al., 2005). La forme M est rencontrée en forte proportion dans les
zones seches du Nord et du Centre mais aussi dans les aménagements hydro-agricoles
(illustration 11A) sur toute I’étendue du territoire [articles 2 & 5]. La forme S est plutdt
fréqguemment rencontrée dans toute la partie Ouest et Sud-Ouest du pays dans les savanes
humides [articles 2 & 6] ou elle colonise les gites liés a la saison des pluies (illustration
11B). Mais ailleurs en Afrique, surtout dans les facies de forét, les traits de correspondance
entre formes chromosomique et moléculaire n’ont pas souvent été clairement identifiés, des
formes chromosomiques «Savane» et «Forét» pouvant étre identifiées comme des formes

moléculaires S ou M (della Torre et al., 2001; Wondji et al., 2002).

Le géne kdr conférant la résistance croisée aux pyréthrinoides et au DDT a An. gambiae s.lI.
[nous le présenterons en détail dans le chapitre consacré a la résistance des vecteurs aux
insecticides] a €été aussi percu comme un marqueur génétique entre les deux formes
chromosomiques/moléculaires M et S (Diabaté et al., 2003b; Awolola et al., 2005). La
mutation kdr serait un marqueur de la forme S, son passage dans la forme moléculaire M
étant attribuée au phénomeéne d’introgression de ce géne de la forme S vers la M (Weill et al.,
2000). Mais toutes ces différenciations moléculaires ne seraient peut-étre qu’une faiblesse
d’un outil expérimental basé sur I’analyse de quelques séquences d’un génome qui est en
réalité plus complexe. Le progres en génomique pourrait, a court terme, permettre de mieux
préciser la différenciation génétique entre ces deux formes a partir d’analyses plus détaillées

des séquences.
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2.2. Le cycle de développement des anopheéles

Le cycle de développement comprend une phase pré-imaginale aquatique qui débute par la
ponte d’oeufs (par centaines) dans une collection d’eau stagnante (figure 9). De ces ceufs
sortiront des larves de premier stade qui évolueront en stades L2, L3 et L4 avant de se
transformer en nymphes. La durée du développement larvaire est trés variable. Pour
An. gambiae, elle est de moins de 10 jours dans les collections d’eau stagnante, temporaires,
peu profondes, ensoleillées, faiblement chargées en matieres organiques et ou la température

de I’eau dépasse 30°C (Christie, 1959).

La phase aérienne débute donc par I’émergence d’un moustique adulte ailé a partir de la
nymphe. Cette phase aérienne est orientée avant tout vers la fonction de reproduction. La
fécondation a lieu dans les heures ou les premiers jours qui suivent I’émergence. Les méales
forment des essaims dans lesquels les femelles de la méme espece viennent se faire féconder.
Les femelles qui ont une durée de vie plus longue pouvant atteindre un mois ne sont en
principe fécondées qu’une seule fois dans leur vie. Les femelles fécondées disposent donc a
vie d’un stock de spermatozoides dans un organe spécialisé, la spermathéque. Les males
peuvent s’accoupler plusieurs fois (Craig, 1963). Apres fécondation, les femelles
hématophages, cherchent pendant la nuit a se nourrir sur un héte vertébré en fonction de leur
préférence trophique. Le repas de sang est un facteur essentiel assurant I’apport protéinique
permettant la maturation des ovocytes qui se termine par la ponte des ceufs. Le cycle
gonotrophique désigne I’intervalle de temps entre deux repas sanguins. La durée de ce cycle
est de 1 a5 jours en fonction des espéces et des conditions abiotiques. Pour An. gambiae s.l.,

ce cycle dure en moyenne de 2 a 3 jours.
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Les males se nourrissent exclusivement de jus sucré pour assurer I’apport glucidique
énergétique et ont une longévité plus réduite (de I’ordre de 10 jours a 2 semaines) avec une
capacité de dispersion plus limitée. Le cycle de développement varie cependant suivant les
espéces et les conditions abiotiques. Il est de I’ordre de 10 a 12 jours pour An. gambiae s.l. et

peut durer environ 21 jours pour An. funestus (Gillies & De Meillon, 1968).

Cycle biologique de 'Anophéle
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Figure 9 : Cycle de développement de I’anophele d’apres Philippe Boussés [UR016/IRD]
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Illustration 11A: gite typique a An. gambiae Illustration 11B: gite typique & An. gambiae
forme M (casier rizicole, mise en eau et forme S (empreintes de pas d’animaux et
repiquage de riz) fossés d’emprunt de briques)

2.3. De la barriere génétique entre les deux formes moléculaires M et S d’An. gambiae
Si toutes les études ont mis en évidence une forte barriére de reproduction entre ces deux

formes moléculaires avec des hypotheses d’isolements pré-copulatoires plausibles, comment
fonctionne donc cet isolement? La problématique de I’isolement reproductif entre M et S a
été longuement et fait I’objet de nombreuses études (Coluzzi et al., 2002; della Torre et al.,
2002; Fanello et al., 2003). A I’instar de bons nombres d’espéces d’insectes, I’accouplement
chez les anophéles et notamment An. gambiae a lieu dans des essaims aériens (illustration 12)
qui fonctionnent comme un lieu de rencontre des partenaires sexuels (Sulivan, 1981). Pour la
plupart des especes dont les essaims précédent I’accouplement, ceux-ci sont composes
typiquement de méles, les femelles y sont attirées, s’y introduisent, s’accouplent et les
couples quittent I’essaim in copula (Cooter, 1989). La voie du comportement sexuel
conduisant au choix du partenaire sexuel a été alors prospecté comme une des pistes pouvant
élucider clairement I’isolement de reproduction pré-copulatoire entre ces deux formes
moléculaires. Charlwood et al. (1979, 2002), par des travaux au laboratoire et plus tard par
des observations en conditions naturelles en zone de sympatrie, ont montré qu’An. gambiae,
afin d’éviter tout contact de reproduction avec les autres partenaires sexuels des autres

especes du complexe, essaimeraient séparément a différentes hauteurs et a différentes heures.
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Ceci lui évitait une éventuelle hybridation avec les autres especes jumelles et explique le taux
tres faible d’hybrides observés sur le terrain. Cette hypothése fut confirmée quelques
décennies plus tard au sein des formes moléculaires M et S d’An. gambiae s.s. par Tripet et
al. (2001) qui ont observé des accouplements sélectifs entre les deux formes sur le terrain.
Ceci suggérait alors que la reconnaissance et I’attraction entre individus d’une méme forme

pouvaient reposer sur des stimuli tels que le bruit et la fréquence du battement alaire.

La morphologie sélective de I’armature génitale et les sécrétions des glandes sexuelles entre
ces deux formes pourraient aussi étre impliquées dans cette barriére pré-copulatoire. Les deux
hypothéses basées sur la différence de bruit et de fréquence du battement alaire d’une part et
sur la structure des organes et phéromones sexuels d’autre part, n’ont pu étre vérifiées par la
suite (Tripet et al., 2001, 2003, 2004, 2005). Mais ces travaux ont confirmé I’existence d’une
forte barriere pré-copulatoire quoique les mecanismes d’action conduisant au choix du

partenaire sexuel restent encore a élucider.

Toutes ces hypothéses aussi pertinentes soient-elles n’ont été élaborées qu’a partir d’études
de laboratoire ou sur des échantillons d’An. gambiae s.s. collectés en faune résiduelle (Tripet
et al., 2001, 2003, 2005). Les observations directes d’essaims d’An. gambiae s.s. ont été
faites a Sao- Tomé par Charlwood et al. (2002) mais ils n’ont pu donner de détails sur les
formes moléculaires d’An gambiae s.s. Les premiéres observations en la matiere furent
réalisées par Diabaté et al. (2003a) dans une zone rizicole du Sud-Ouest du Burkina Faso
dominée par la forme moléculaire M. Trés logiquement ils n’ont pu observer et décrire que
des essaims homogeénes de la forme M ce qui ne pouvait élucider I’hypothese d’évitement de

partenaires sexuels d’espéce ou de formes différentes.

Bio-écologie des vecteurs du paludisme
34



2.3.1. Hypothese de I’isolement reproductif pré-copulatoire : Etude du comportement
de reproduction des formes moléculaires M et S d’An. gambiae dans des essaims en

conditions naturelles a I’Ouest du Burkina Faso (cf. articles 7 et 8)

A la faveur d’une investigation poussée, nous avons observe, pour la premiere fois, des
essaims mixtes des deux formes dans une zone de sympatrie en savane humide de I’Ouest du
Burkina Faso [article 7]. Quoique ces essaims mixtes aient été rencontrés, I’analyse de la
faune résiduelle collectée a la méme période ne révélait pas la présence d’hybride M/S. Ceci
renforcait 1I’hypothése d’accouplement assortatif entre ces deux formes et donc d’un certain

degre d’isolement reproductif [article 8].

Partant d’une série d’échantillonnages plus étoffée a I’Ouest du Burkina Faso, nous avons
observé des essaims mixtes en 2006 et 2007 dans la méme zone de savane mais aussi dans le
site rizicole ou ils n’avaient été observés auparavant que des essaims de la forme M. lls ont
été observés a une fréquence plus élevée qu’on ne s’y attendait avec des variations spatio-
temporelles de la fréquence respective des deux formes. Des couples des deux formes ont été
aussi collectés au sein des essaims mixtes avec parmi eux quelques couples mixtes (méle et
femelle accouplées de formes différentes). Mais I’analyse du sperme contenu dans les
spermathéques aussi bien des femelles prises in copula que celles prises en faune résiduelle a
montré que celles-ci, méme prises en accouplement mixte, étaient inséminées par des males
de la méme forme. Ces résultats confirment de toute évidence I’isolement reproductif et
suggeérent I’existence de mécanisme spécifique de reconnaissance interne au sein d’un méme
essaim aboutissant au choix du partenaire sexuel de la méme forme [article 8] et au-dela, des
mécanismes empéchant la fécondation par une forme différente dans le cas rare des

accouplements mixtes.
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Ceci ouvre des perspectives de recherche sur les mecanismes biochimiques (protéines et
phéromones) et/ou génétiques soutenant I’isolement reproductif entre ces deux formes
moléculaires. En effet I’analyse des hydrocarbones cuticulaires a révélé une différence
quoique non significative dans la composition de ces protéines au niveau des deux formes M
et S provenant du Burkina Faso (Caputo et al., 2007). Cette exploration pourrait étre étendue
au niveau des protéines et des phéromones sexuelles et surtout de leur fonction discriminative

au sein des deux formes.

Illustration 12: essaim d’An. gambiae forme M au crépuscule
dans le village rizicole de la Vallée du Kou (VK7)

Au niveau moléculaire, il a été montré que le comportement sexuel est sous le contrdle de
génes localises dans le chromosome X (Yamamoto et al., 1997). Les génes cac (cacophony)
et per (period) contrélant le son ont pu étre identifiés chez la drosophile variant entre espéces
de drosophiles et de phlébotomes et seraient a la base de I’isolement reproductif dans le
groupe de la Drosophile (Schilcher, 1977; Hall, 1994; Yamamoto et al., 1997; Oliveira et al.,
2001; Lins et al., 2002). Cette piste ouvre des voies de recherche sur les genes homologues

de reproduction au sein des deux formes moléculaires M et S d’An. gambiae.
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Si a priori aucune différence n’avait été trouvée dans les fréquences des battements alaires
entre M et S (Tripet et al., 2004), cette expérience ayant été réalisée dans des conditions tres

strictement expérimentales, une investigation plus poussée mérite d’étre menée sur le terrain.

Bien que bon nombre d’études convergent a soutenir le caractere pre-copulatoire de
I’isolement reproductif entre ces deux formes moléculaires, quelques travaux ont porté sur
une différence d’adaptation ou de colonisation du milieu par I’une ou I’autre des formes
donnant lieu a une répartition spatiale de I’exploitation des gites et donc du comportement de

reproduction post-copulatoire (Touré et al., 1998; Sagnon et al., 2000).

2.3.2. Hypothese d’isolement reproductif post-copulatoire: étude de la transplantation

larvaire au Burkina Faso (cf. articles 9 et 10)

Pour vérifier I’hypothese d’exploitation différentielle des gites larvaires par les deux formes
moléculaires (écologie larvaire) nous avons initié une expérience de transplantation larvaire
que nous avons conduite dans la zone de Bobo-Dioulasso. La transplantation a été réalisée
dans un gite lié a la saison des pluies (favorable a la forme S) et dans un casier rizicole
(favorable a la forme M). Elle a montré, quel que soit le milieu de transplantation, qu’aucune
différence notoire n’était observée entre interaction du milieu et forme moléculaire. En
d’autres termes, le milieu (favorable a M ou a S) n’a pas favorisé le développement sélectif
de I’'une ou de I'autre forme méme quand elle se retrouvait dans un milieu qui n’était pas
naturellement celui de sa prédilection [article 9]. Les conclusions de cette étude laissent
croire que la barriére de reproduction serait pré-copulatoire. Mais des travaux trés récents ont
montré que dans les gites naturels, des prédateurs modulaient la répartition des populations
de ces deux formes agissant ainsi comme un facteur d’isolement post-copulatoire des deux

formes.
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Il en résulte que les larves de la forme S (dont le développement est prépondérant dans les
flaques d’eau liées a la saison des pluies) étaient les plus capturées par ces prédateurs en
milieu rizicole. Celles de la forme M s’y échappaient grace a des mécanismes de camouflage

et d’évitement d’ou leur abondance dans les faciés rizicoles [article 10].

En définitive, un ensemble de barrieres pré et post copulatoires agiraient (i) au niveau des
gites larvaires avec les prédateurs comme régulateurs de formes moléculaires puis (ii) au
niveau des mécanismes de reconnaissance a distance précédant la formation des essaims
séparés comme [’attestent le nombre et la fréquence peu élevés des essaims mixtes et
finalement (iii) en cas d’essaims mixtes, des mécanismes de reconnaissance au contact entre
partenaires sexuels évitant la formation des couples mixtes puis des barriéres inhibant
I’insémination mixte en cas d’accouplement mixte comme I’ont montré nos derniers résultats.
Cet ensemble de mécanismes trés complexes donne in situ des variations spatio-temporelles

importantes au niveau de la fréquence en essaims et couples mixtes.

2.4. Le groupe Anopheles funestus
Le groupe funestus trouve son intérét du fait qu’il renferme une espéce, An. funestus s.s. qui

est un des vecteurs majeurs du paludisme dans bon nombre de savanes africaines au méme
titre qu’An. gambiae s.s. Il comporte 8 a 10 especes morphologiquement trés proches et dont
la différentiation au stade larvaire se fait sur des criteres morphologiques trés discrets: An.
funestus s.s., An. parensis Gillies, An. aruni Sobti, An. vaneedeni Gillies & Coetzee, An.
rivulorum Leeson, An. brucei Service, An. confusus Evan & Leeson, An. fuscivenosus
Leeson, An. leesoni Evans et An. fluviatilis James selon la classification de Gillies et Coetzee
(1987). La classification basée sur les critéres de Harbach (1994) exclut An. leesoni et An.
fluviatilis de ce groupe en les renvoyant dans le groupe Minimus qui comporte les espéces

asiatiques.
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Mais, du fait de sa présence dans les savanes africaines, An. leesoni a toujours été, dans les
publications majeures en la matiére, logiquement classé parmi les especes africaines a la
différence d’An. fluviatilis qui reste dans le groupe Minimus du fait de sa présence
uniquement dans la péninsule arabique (Arabie saoudite et Yémen). A la lumiére des progres
en biologie moléculaire, leur identification a été rendue possible et distincte a tous les stades

de développement a partir d’une PCR multiplex (Koekemoer et al., 2002 ; [article 1]).

2.4.1. Distribution des espéeces du groupe funestus au Burkina Faso (cf. article 11)

Nous avons entrepris des séries d’échantillonnage et d’analyses moléculaires sur des
populations du groupe funestus prélevées dans différents sites de I’Ouest du Burkina Faso
suivant le protocole de Koekemoer et al. (2002) adapté par Cohuet et al. (2003). Ces travaux
nous ont permis d’identifier comme membres de ce groupe présents dans I’Ouest du pays:
An. funestus s.s., An. leesoni et An. rivulorum-like (en voie de validation comme nouvelle
espece). An. funestus s.s. est repartie du centre a I’Ouest du Burkina Faso, les deux derniéres
étant plus localisées a I’Ouest du pays [article 11].

De toutes, An. funestus s.s. porte un intérét en santé publique car seule espéce du groupe qui
soit vecteur majeur du paludisme avec An. rivulorum qui lui n’a qu’un réle trés secondaire
dans la transmission palustre (Wilkes et al., 1996). Les autres especes du groupe, plus
exophiles se nourrissent sur des animaux et de ce fait ne transmettent pas les plasmodiums
humains. An. funestus s.s. a une répartition trés large s’étendant du Mali en Ethiopie, du
Sénégal au Burkina Faso, du Cameroun en Afrique du Sud et de Madagascar aux Comores. Il
a méme été signalé a plus de 2 000m d’altitude en Ethiopie (Gillies & De Meillon, 1968).

Les larves d’An. funestus s.s. se développent dans des gites un peu plus spécifiques
contrairement a An. gambiae, composés de retenues d’eau permanente a semi-permanente a

eau claire avec une végétation haute ombrageant la surface de I’eau (illustration 13A).
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Les gites larvaires a An. funestus peuvent étre assez diversifiés mais les plus couramment
rencontrés sont les bordures de riviéres a faible débit et les mares.

A I’instar d’An. gambiae s.s., le polymorphisme chromosomique a été signalé par des études
cytogénetiques dans les populations d’An. funestus par Green & Hunt (1980). Ces auteurs ont
identifié et décrit les inversions sur le bras chromosomique 2R (2Ra, 2Rb, 2Rc, 2Rd), le bras
chromosomique 3R (3Ra, 3Rb) et 3L (3La, 3Lb) a partir d’échantillons provenant d’ Afrique
du Sud, de I’Est et de I’Ouest. Si une répartition inégale des inversions avait €té notée par
zone, globalement elle n’avait été raccrochée a aucune structuration particuliere qui pouvait
faire penser a un quelconque isolement reproductif de ces populations. Mais, les bases d’une
éventuelle structuration génétique au sein des populations d’An. funestus étaient posées.
Ainsi, en 1994, au Burkina Faso et au Mali, il a été observé un fort déficit d’hétérozygotes en
déséquilibre de Hardy-Weinberg® et de liaison pour un certain nombre d’inversions
polymorphes (2Ra, 3Ra, 3Rb, 3La) qui isolaient une forme standard d’une autre plus
polymorphe. La forme standard du Burkina Faso se caractérisait par un comportement plus
endophile et anthropophile avec des indices sporozoitiques plus élevés. Ceci suggérait la
coexistence de deux formes chromosomiques (Boccolini et al., 1994). Quelques années plus
tard, deux inversions complémentaires 2Rs et 2Rt ont été décrites au Burkina Faso (Boccolini
et al., 1998) et dont la premiere sera décisive pour la caractérisation des deux formes
chromosomiques (Costantini et al., 1999).

En effet, par une étude de grande envergure, Costantini et al. (1999) ont pu, a partir d’un
algorithme (figure 10), regrouper ces inversions en deux formes chromosomiques nommées
«Kiribina» et «Folonzo» confirmant I’hypothese de coexistence de deux cytotypes. La forme
«Kiribina» est principalement monomorphe avec des arrangements chromosomiques a faible

fréquence caractérisee par I’inversion 2Rs.

®Une population est dite en équilibre de Hardy Weinberg si de grande taille, fermée i.e. sans immigration ni émigration, de
reproduction sexuée, diploide, panmictique, de générations non chevauchantes, ne subissant pas I’effet de la sélection
naturelle et dans laquelle on peut ignorer les mutations
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La forme «Folonzo» est plus polymorphe et caractérisee par les 3Ra, 3Rb, 3La et la 2Ra. Plus
récemment, I’inversion 2Rs inféodée a la «Kiribina» a été observée a de trés faibles
fréquences dans la forme «Folonzo» et serait issue d’une hybridation occasionnelle avec la
forme Kiribina (Guelbéogo et al., 2005). La corrélation entre formes chromosomiques, la
bio-écologie dont le comportement de piqdre, et la transmission du paludisme, a révélé la
forme «Kiribina» plus exophile et zoophile avec un faible taux d’infection a P. falciparum
par rapport a la forme «Folonzo». Cette étude venait donc compléter les résultats précédents
mettant ainsi en évidence I’existence de deux formes chromosomiques au Burkina Faso dont

la biologie et le réle dans la transmission du paludisme pourraient différer.

2.4.2. Distribution des formes chromosomiques «Kiribina» et «Folonzo»’ dans les
savanes a I’Ouest du Burkina Faso (cf. article 11)

Si les travaux de Costantini et al. (1999) et de Guelbéogo et al. (2005) ont permis de préciser
les traits biologiques de ces formes chromosomiques, ils ont été principalement obtenus dans
les zones aux alentours de Ouagadougou. lls méritaient d’étre vérifiés dans la partie Ouest du
Burkina Faso avec un faciés éco-climatique plus humide. En effet, nous avons réalisé des
études plus récentes entre 2001 et 2003 a I’aide de I’outil cytogénétique a I’Ouest du pays qui
ont confirmé une répartition inégale de ces formes dans les différents écotypes de la zone.

La forme «Kiribina» a été trouvée exclusivement dans les aménagements hygro-agricoles de
la Vallée du Kou ou elle n’a presque jamais été collectée en faune résiduelle confirmant ainsi
son caractére exophile. Par contre, en savane humide de Soumousso et de Lena les deux
formes ont été trouvées en sympatrie toutefois avec une prédominance de la forme

«Folonzo».

T«Kiribina» et «Folonzo» sont deux localités & I’Ouest du Burkina Faso qui ont donné leur nom aux formes chromosomiques
mais la plupart des travaux se rapportant au comportement des ces deux cytotypes ont été réalisés dans la zone de
Ouagadougou
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Si au niveau du Burkina Faso, la structuration chromosomique permet trés clairement de
distinguer deux cytotypes, la situation ailleurs en Afrique de I’Ouest parait un peu plus
complexe. En effet au Sénégal, les arrangements de type Folonzo (3Ra, 3Rb et 2R) ont été
trouvés quasiment seuls dans certaines localites tandis que dans d’autres, seuls les
homokaryotypes (standard sur le bras 2R et 3R) ont été trouvés.

Le fait spécifique du Sénégal est qu’en plus de la forme standard (2R, 3R) correspondant a la
forme «Kiribina» telle que assignée par I’algorithme, une autre forme a été trouvée dans une
localité caractérisée par des inversions 3R avec la 2Rs quasi fixée. Ce deuxieme arrangement
qui correspond aussi a la forme «Kiribina» subdivise, de ce fait, cette forme chromosomique
en deux cytotypes. Mais le fait que ceux-ci n’aient pas été trouvés en sympatrie ne permet pas
de valider définitivement I’existence des ces deux cytotypes. Ce qu’il faut retenir est qu’au
moins les deux formes «Kiribina» et «Folonzo» rencontrées au Sénégal présenteraient de
forts déficits d’hétérozygotes assez stables au cours des années (Lochouarn et al., 1998; Dia
et al., 2000).

En s’éloignant de I’Afrique de I’Ouest, les inversions chromosomiques présentent un profil
moins structuré. En Afrique de I’Est et du Sud, du Kenya a Madagascar, de I’Angola au
Mozambique, les inversions chromosomiques présentent aussi un polymorphisme (2Ra, 3Ra,
3Rb, 3La, 2Rh). Toutefois, aucun déséquilibre de Hardy-Weinberg n’a été mis en évidence
(Kamau et al., 2003; Sharakhov et al., 2001; Boccolini et al., 2002; 2005) ce qui rend
I’application de I’algorithme présenté par Constantini confuse et non justifiée.

A I’instar de ce que fut la taxonomie chromosomique d’An. gambiae s.s. en Afrique de
I’Ouest particulierement au Burkina Faso et au Mali, les deux formes chromosomiques d’An.
funestus pourraient sous-tendre un isolement reproductif entre les formes «Folonzo» et

«Kiribina» déja considérées comme deux entités en cours de spéciation.
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Ce schema n’est évidemment pas valable pour toute I’Afrique telles que I’ont montrée les

études citées ci-avant.

Figure 10: Diagramme de I’algorithme employé pour assigner les différentes inversions
chromosomiques décrites chez An. funestus s.s. aux deux formes « Folonzo » et « Kiribina »
selon Costantini et al. (1999)
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2.5. Les autres vecteurs
Plusieurs especes jouent un réle secondaire & localement soutenu dans la transmission du

paludisme en Afrique: An. nili, An. moucheti, An. mascarensis. An. nili est considéré comme
un vecteur majeur dans certaines zones forestiéres de I’ Afrique Centrale (Awono et al., 2004)
et de I’Ouest (Adja et al., 2006) mais ne joue qu’un rble de vecteur secondaire dans les

savanes humides trés boisées a I’Ouest et au Sud-Ouest du Burkina Faso [articles 11 & 12].

Des travaux récents ont décrit le réle de vecteur majeur que pouvait assurer localement An.
moucheti dans la transmission du paludisme au Cameroun (Antonio-Nkondjio et al., 2002).
An. mascarensis transmet le paludisme a Madagascar ou elle vit en sympatrie avec An.

gambiae s.s. et An. merus dans certaines localités du littoral (Fontenille & Campbell, 1992).

Au Burkina Faso, par nos travaux repris dans les articles 11 et 12, nous avons montré qu’An.
nili était principalement localisé dans les savanes boisées et humides a I’Ouest et au Sud-
Ouest du pays du fait notamment de la spécificité de ses gites larvaires (illustration 13B). Son
role dans la transmission du paludisme y est trées minime mais il est plus actif dans la partie

sud-Ouest du pays avec des indices sporozoitiques (IS) pouvant atteindre 30% a Gaoua.

ustration 13A : gite typique a An. funestus Illustration 13B : gite typique a An. nili (bord
(mare semi- permanente couverte de d’un cours d’eau couvert de végétation a

végétation dressée par endroits a Soumousso Soumousso (Cliché IRSS/Centre Muraz)
(Cliché IRSS/Centre Muraz)
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2.6. La distribution des vecteurs au Burkina Faso (cf. articles 2, 3, 6, 11 et 12)

Nos travaux présentés dans les articles 2 et 6 ont contribué a améliorer les connaissances sur
la distribution des vecteurs a I’échelle nationale. Cette distribution peut maintenant étre
représentée par une cartographie. Toutefois, il est nécessaire de disposer d’une cartographie
dynamique et régulierement mise a jour car la distribution des vecteurs est sujette au
changement climatique et surtout localement aux facteurs anthropiques.

Au Burkina Faso, la répartition géographique des vecteurs dans leur ensemble varie en
premier lieu en fonction des faciés éco-climatiques (figure 11). Mais d’autres facteurs de
second niveau notamment anthropiques en I’occurrence les aménagements hydro-agricoles et
I’urbanisation modulent la répartition des ces especes au sein de ces grands ensembles. La
diversité et la complexité des vecteurs varient ainsi suivant un gradient de I’Ouest au Nord
(figure 12). Le Nord correspondant a la zone sahélienne est caractérisé par An. gambiae s.l.
avec paradoxalement une prédominance d’An. gambiae forme M (>95%) par rapport a An.
arabiensis (<5%) (figure 13). Cette situation paradoxale ou An. arabiensis devrait étre
présent a 95% s’explique surtout du fait des nombreux aménagements hydro-agricoles
réalisés par I’Etat burkinabé dans cette zone depuis une dizaine d’années. Ceci ne traduit pas
forcément un changement dans la répartition globale de ces vecteurs ou logiquement An.
arabiensis reste toujours le vecteur prépondérant dans le milieu sahélien naturel.

La zone soudano-sahélienne est caractérisée par un mélange plus ou moins équilibré des 3
espéces: An. gambiae s.s., An. arabiensis et An. funestus. Cependant, An. arabiensis
prédomine de I’est vers le centre. La présence d’An. funestus a été remarquée aux abords des
petits cours d’eau et mares permanentes qui parsement une grande partie du plateau central
mossi. An. nili a été aussi rencontré le long de quelques cours d’eau et de quelques ruisseaux
a une fréquence de moins de 5%. Localement la ville de Ouagadougou, jadis dominée par An.

gambiae s.s. (>50%), est maintenant dominée par An. arabiensis (60%).
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A I’Quest, dans la zone soudanaise, An. arabiensis est plus rare, se rencontrant a de faibles
fréquences, souvent moins de 10%. Cette partie du pays est caractérisée essentiellement par
un complexe vectoriel incluant An gambiae s.I. (60%), An. funestus (37%) et An. nili (<5%).
Cette derniére espéce est plus concentrée dans les savanes trés boisées et humides du Sud-
Ouest ou elle a représenté 30% des anophéles pris en capture sur homme en 2003 dans la
zone de Gaoua (Dabire, obs. pers.).

Globalement, les vecteurs du paludisme sont dominés au Burkina Faso par An. gambiae s.s.
et An. funestus s.s. avec un réle important aussi joué par An. arabiensis au centre et a I’Est et

An. nili au Sud-Ouest (figure 12).
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Figure 13: Repartition geographique d’An. gambiae s.l. et des formes moléculaires d’An. gambiae s.s.
[Diabaté et al., 2004 réactualisé par Dabiré et al., 2007 (cf. article 6)]

La bio-écologie de vecteurs
49



CHAPITRE 3: LA TRANSMISSION DU PALUDISME

La transmission du paludisme implique trois facteurs, I’lhomme, le parasite et le vecteur. Les
facteurs « homme » et « parasite » ne sont pas limitants, I’homme étant présent sur toute la
planéte et le parasite pouvant infecter I’nomme partout ou le climat est favorable au
développement de son cycle sporogonique. Seuls les vecteurs qui occupent une aire
géographique bien déterminée en colonisant des gites particuliers liés a leur bio-écologie,
déterminent le rythme, I’intensité et la durée de la transmission. Cependant I’activité de
I’homme peut aussi influencer de fagon notoire ces facteurs de transmission du paludisme. Du
fait de la diversité des vecteurs et de leur aire géographique, le paludisme présente aussi une
grande biodiversité qui est bien traduite dans son épidémiologie. Quoique présent dans toutes
les zones tropicales, le paludisme est plus inféodé dans les zones afro-tropicales découpées en

plusieurs faciés épidémiologiques suivant les schémas de transmission.

3. 1. Les Plasmodium

Quatre espéces plasmodiales humaines circulent dans le monde: P. falciparum, P. ovale, P.
malariae et P. vivax. Ce dernier ne se rencontre que dans quelques groupes ethniques
d’Afrique subsaharienne notamment en Afrique de I’Est. En fait les populations noires
d’Afrique et d’Amérique qui ne possédent pas I’antigene Duffy sont naturellement réfractaires
a P. vivax (Miller et al., 1976). De ce fait cette espéce plasmodiale est rencontrée en Afrique a
une prévalence ne dépassant pas 1% (Mouchet et al., 2004). Quoique des multi-infections
soient souvent rencontrées, P. falciparum est la plus virulente et la plus répandue en Afrique

subsaharienne (Burkot et al., 1987; Anonyme, 1988).
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La prévalence des gamétocytes dans la population humaine (en I’absence de tout réservoir
animal) détermine fondamentalement I’intensité de la transmission du paludisme. On constate
une grande variabilité de la prévalence surtout a P. falciparum au sein de la population
humaine vivant dans les mémes zones d’endemie comme c’est le cas en Afrique de I’Ouest
(figure 14). Les gamétocytes sont le stade plasmodial ingére par le moustique lors de sa prise
de repas de sang. Le pouvoir infectieux d’un individu pour I’anophele dépend de sa charge
gamétocytaire dans le sang. Expérimentalement 300 gamétocytes par microlitre de sang sont
suffisants pour obtenir une infection sur membrane a des taux régulierement avoisinant 70%

chez le moustique (Graves, 1980).

Figure 14: Prévalence de P. falciparum en Afrique de I’Ouest (source OMS/MARA)
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3.2. Les cycles de développement du Plasmodium
Chez I’homme

Lors d’une piqare infectante, le moustique injecte a son hdte le parasite qui se présente sous
forme d’éléments fins uninuclées (10um), les sporozoites. Apres un court passage dans le
sang ou ils ne subissent aucune transformation, ils gagnent les cellules hépatiques dans
lesquelles ils pénétrent et se multiplient par division cellulaire. Le noyau de chaque sporozoite
se divise un trés grand nombre de fois et forme un schizonte géant encore appelé «corps bleu»
qui contient prés de 400 000 noyaux chez P. falciparum et de 10-15 000 pour les autres
espéces. Chaque noyau s’entoure de cytoplasme. Cette phase de division cellulaire dure de 10
a 15 jours environ et constitue la durée d’incubation du paludisme: c’est la phase exo

érythrocytaire.

Les hépatocytes éclatent et liberent les schizozoites uninucléés encore appelés merozoites qui
envahissent les hématies. Notons que chez P. vivax et P. ovale, des schizontes restent en vie

ralentie d’ou le nom de hypnozoites qui leur est donné. lls sont responsables de rechutes.

Le schizozoite qui pénétre dans une hématie prend la forme d’un anneau, le trophozoite qui se
nourrit d’hémoglobine. La grosse vacuole nutritive du trophozoite refoule en périphérie le
cytoplasme et le noyau de celui-ci et est remplie d’hemozoine ou pigment malarique qui est le
produit de dégradation de I’hémoglobine. Une série de division nucléaire donne des noyaux
qui s’entourent d’une bande cytoplasmique. On a alors un schizonte mir ou «corps en rosace»
avec de 18 a 32 schizozoites pour P. falciparum, 16-24 pour P. vivax, 8-16 pour P. ovale de
6-12 pour P. malariae. L’hématie parasitée éclate, les schizozoites ou mérozoites sont libérés
et le pigment se déverse dans le sang: c’est I’acces palustre. lls vont parasiter d’autres

nouvelles hématies et le cycle asexué recommence.
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Le temps qui s’est écoulé entre la penétration d’un parasite dans une hématie et son
éclatement est de 48 heures pour P. vivax, P. ovale et P. falciparum (fievre tierce) et de 72h

pour P. malariae (fiévre quarte): c’est la phase érythrocytaire.

Aprés plusieurs cycles asexués érythrocytaires, certains schizozoites au lieu d’évoluer en
schizontes se transforment en gamétocytes males et femelles qui sont les formes sexuées du
Plasmodium. Ceux-ci vont rester dans le sang périphérique et ne peuvent poursuivre leur

évolution que chez I’anophele vecteur. Le sujet devient alors un «réservoir de parasitess.

Chez I’anophéle

Seule la femelle du genre Anopheles est susceptible de transmettre le paludisme a I’lhomme.
Elle s’infecte a la faveur d’un repas de sang pris sur un sujet infesté porteur de gamétocytes.
Elle absorbe différents stades du parasite. Les éléments asexués, les trophozoites et schizontes
sont tous digérés. Seuls les gamétocytes poursuivent leur développement. La transformation
des gamétocytes en gamontes survient dans le quart d’heure qui suit leur ingestion par
I’anophele femelle lors du repas de sang. Une trentaine de minutes aprés la prise de sang,
ceux-ci évoluent rapidement en micro et macrogametes sexués. Le cas marquant de ce cycle
réside du fait que la fécondation des plasmodiums (i.e. la fusion des gamétes) qui permet la
pérennisation du parasite se déroule chez le vecteur et non chez I’héte vertébreé. Il constitue de
ce fait le pivot de I’épidémiologie du paludisme. La fusion des gamétes donne un zygote
mobile ou ookinéte qui quitte la lumiere de I’estomac juste avant la formation de la membrane
péritrophique. L’ookinéte localisé dans la paroi externe de I’estomac du moustique s’accroit
et se transforme en oocyste renfermant plusieurs sporoblastes qui évoluent en sporozoites
immatures. Ces derniers, par les mouvements, fragilisent la membrane de I’oocyste qui cede

et les libére dans I’hnémolymphe.
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Les sporozoites immatures migrent dans divers tissus du moustique mais préférentiellement
dans les glandes salivaires ou ils s’accumulent et acquiérent leur stade infectieux. Ils seront
injectés lors de la prochaine piglre du moustique, faisant ainsi demarrer le cycle sporo-
gamogonique chez I’homme. Le cycle sporogonique du Plasmodium, chez I’anophele, dure
environ 10 a 25 jours et ce, en fonction de I’espéce plasmodiale et de la temperature (figures

15 et 16).

Figure 15: Durée du cycle extrinseque de P. falciparum et de P. vivax chez les anopheles
(in Mouchet et al., 2004)
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Figure 16: Cycles biologiques de Plasmodium (in Mouchet et al., 2004)

3.3. La mesure de la transmission

La mesure de la transmission palustre repose sur le taux d’inoculation entomologique (TIE)
ou «Entomological Inoculation Rate» (EIR) en anglais. Le TIE ou EIR est le nombre de
piglres d’anopheles infectés recues par homme et par unité de temps: h=ma.s. Il est
relativement simple d’application car faisant intervenir seulement deux paramétres: le nombre
moyen d’anopheles piquant un homme par unité de temps (ma), et I’indice sporozoitique (S)
ou sporozoitic index en anglais (SI) qui est le pourcentage d’anophéles infectés (qui ont des
sporozoites dans leurs glandes salivaires). Le parameétre « ma » correspond en fait au «taux

quotidien de piqdres généralement de 24h» ou «Human Biting Rate (HBR)».
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On a donc dans ce paramétre « ma» a la fois la densité anophélienne (m) et I’indice
d’anthropophilie (a) car seuls les moustiques se nourrissant sur I’nomme sont considérés ce
qui est estimé directement in situ par les captures sur sujets humains. Par contre pour les
piégeages, il est indispensable d’introduire la notion d’indice d’anthropophilie (a).

En pratique, la mesure de ces parameétres parait simple mais demande une extréme rigueur. La
mesure de la densité se fait sur des sujets humains utilisés comme de « I’appét » humain
suppléant le rdle de dormeurs qui recevraient des piqares par unité de temps. Dans nos études,
ces sujets ont toujours été mis sous prophylaxie antipalustre suivant les recommandations de
la cellule locale de gestion de la chimioprophylaxie. La mesure de I’indice sporozoitique jadis
réalisée par observation au microscope de la présence de sporozoites dans les glandes
salivaires est maintenant remplacée par la technique immunologique basée sur les ELISA
(Enzym Linked Immuno Sorbant Assay). Cette technique initialement mise au point avec P.
falciparum (Burkot et al., 1984) peut maintenant détecter les sporozoites de P. malariae, P.
vivax et P. ovale car les anticorps monoclonaux antisporozoites des quatre especes
plasmodiales sont disponibles et utilisés (Wirtz et al., 1987; Burkot et al., 1988; Beir et al.,
1988). Elle est sensible, spécifique de I’espéce plasmodiale et assez reproductible et possede
de fait les mémes qualités de base que la technique standard basée sur I’observation directe au
microscope. Quelques cas rares de faux positifs dus a la présence d’antigenes sporozoitiques
dans les thorax de certains moustiques ont été observés en ELISA (Robert et al., 1988a). Ceci
ne compromet en rien la validité de cette technique reconnue comme un progres réel pour
I’entomologie médicale et qui permet alors de contourner les contraintes de la dissection des
glandes salivaires.

Bien que la méthode de capture sur appéats humains soit tres fiable et reproductible, elle est de
plus en plus abandonnée pour des raisons d’éthique au profit de I’utilisation de pieges

lumineux standardisés (Githeko et al., 1994; Smith, 1995).
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Le plus utilisé est le piege CDC avec ou sans adjonction de CO, (Mathenge et al., 2004a &
b). Ces piéges n’apportent pas toute la précision des captures sur sujets humains mais refletent
des tendances corrélables a la technique standard avec des résultats appréciables. Toutes ces
méthodes d’échantillonnage (captures sur sujets humains ou différentes techniques de
piégeage) ne sont en fait que des mesures relatives du contact homme-vecteur par unité de
temps. L’essentiel est de standardiser ces méthodes et les utiliser rigoureusement afin
d’aboutir a des comparaisons temporelles (méme site d’échantillonnage a différents moments)
et/ou spatiales (sites différents au méme moment). L’indice sporozoitique peut étre aussi
évalué sur la faune résiduelle par la récolte de femelles au repos le matin dans les habitations
(fraction endophile de la population d’anophéeles) ou dans des abris extérieurs (fraction
exophile) au moyen d’aspirateurs manuels ou électriques ou par pulvérisations d’insecticides
non rémanents (pyréthre). Cependant les données ainsi obtenues doivent étre ajustées aux
densités, aux préférences trophiques et aux comportements de repos des populations

anophéliennes.
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3.4. La typologie du paludisme - Les stratifications de la transmission

3.4.1. Notion de faciés épidémiologiques primaires

L’analyse des différentes modalités de transmission du paludisme a conduit a classifier
I’endémicité du paludisme en deux types: i) le type endémique a transmission permanente et
(ii) le type épidémique a transmission sporadique (OMS, 1964). Entre les deux grands
groupes se situent deux types de paludisme a transmission saisonniére plus ou moins longue
selon que la période de transmission dure plus ou moins de 6 mois (figure 17). Cette
classification est basée sur I’intensité et la saisonnalité de la transmission du paludisme en
Afrique subsaharienne (figure 18) mais prend aussi en compte la notion de prémunition. En
effet avec I’age et aprés plusieurs contacts successifs homme-parasite, s’installe peu a peu une
prémunition qui est une tolérance a I’infection faisant intervenir des mécanismes de résistance
a I’infection dont I’immunité anti-parasite. On peut ainsi établir une relation entre la
transmission et le paludisme-maladie. Le paludisme n’étant pas une maladie immunisante a
I’instar d’un arbovirus comme la fievre jaune, la prémunition se développe lentement et est
fonction: i) du nombre de contaminations que I’on recoit (piqQres infectées) ii) des fréquences
des contaminations (saisonnalité de la transmission) et enfin iii) des facteurs génétiques. En
zone de transmission élevée la prémunition est acquise vers 5-6 ans tandis qu’en zone de
transmission faible elle n’est jamais acquise et méme les adultes peuvent développer un

paludisme grave.
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Figure 17 : Endémicité du paludisme en Afrique (Source OMS/MARA)

Dans le souci d’intégrer le caractere dynamique de la transmission en fonction de la variation
du milieu (Carnevale et al., 1988b), il a été introduit la notion de faciés épidémiologiques® qui
chevauchent des zones géographiques bien déterminées. Il a été ainsi proposé une
classification des zones d’endémie du paludisme en Afrique (mais applicable aussi dans les
autres parties du monde notamment en Asie) en facies épidémiologiques primaires (figure 19)
qui traduit mieux la diversité du paludisme (Mouchet et al., 1993). Ces faciés primaires

peuvent étre groupés en strates épidémiologiques suivant I’endémicité du paludisme :

8Un faciés épidémiologique du paludisme est un ensemble de lieux dans lesquels le paludisme présente les
mémes caractéristiques de transmission, de développement de I'immunité et de manifestations de la maladie
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e Stable correspondant aux facies:

- Equatorial observé dans les foréts équatoriales, les foréts dégradées et les savanes humides
post forestiéres. La transmission y est pérenne avec comme principaux vecteurs, An. gambiae
s.s., An. funestus, An. nili et An. moucheti. La prémunition est forte et précoce dés I’age de 5
ans. La morbidité est de 30-50% et étalée sur toute I’année.

- Tropical observé dans les savanes humides ou la transmission est saisonniere et longue de
plus de 6 mois avec une prémunition plus tardive acquise autour de 10 ans. Les principaux
vecteurs sont An. gambiae s.s., An. arabiensis, An. funestus et An. nili. Les cas fébriles sont de
30-50% et augmentent pendant la saison humide qui correspond a la période de transmission.
e Intermédiaire correspondant au faciés:

- Saheélien observé dans les savanes séches et les steppes des zones sahéliennes. La
transmission est courte de moins de 6 mois. Les principaux vecteurs sont An. arabiensis, An.
gambiae s.s. et An. funestus. La morbidité y est élevée de I’ordre de 70% et les cas fébriles
sont notés quasiment pendant la saison des pluies (saison de transmission). La prémunition est
longue a s’établir et due a la irrégularité de la transmission.

e Instable ou épidémique correspondant aux facies:

- Désertique des steppes sahélo-sahariennes et des déserts de la corne de I’Afrique; la
transmission est trés courte ou aléatoire avec de grandes variations d’une année a une autre;
les principaux vecteurs sont An. arabiensis et An. gambiae s.s.; la prémunition est faible avec
potentiellement des risques d’épidémies qui pourraient survenir dans cet écotype peu connu.

- Austral des plateaux du sud de I’Afrique (Afrique du Sud, Swaziland, Botswana, Namibie,
Zimbabwe, Zambie, Mozambique) avec une transmission saisonniére courte interrompue par
I’hiver qui prolonge la longue saison séche. Dans ces zones le principal vecteur est An.
arabiensis avec An. funestus qui joue un r6le trés local; I'immunité est trés précaire avec

possibilité d’épidémisation.
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- Montagnard entre 1 000-2 000m d’altitude caractérisé par une courte transmission
aléatoire limitée par les basses températures et les pentes défavorables aux gites larvaires. On
y trouve An. funestus et An. arabiensis. L’immunité est tres faible voire absente avec des
épidémies violentes (Burundi, Madagascar). La transmission dans ces zones est influencée par
de grandes variations inter-annuelles de températures et de pluviométrie exacerbées ces

dernieres années par le contexte de réchauffement climatique.

Figure 18: Transmission du paludisme en Afrique (source OMS/MARA).
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Figure 19: Faciés épidémiologiques primaires du paludisme en Afrique (Mouchet et al., 1993)

3.4.2. Quelques exemples de transmission dans les faciés épidémiologiques primaires

Facies équatorial : foréts éguatoriales et savanes post-forestieres

En zone de forét équatoriale authentique, il n’y a pas véritablement de paludisme pour la
simple raison qu’il n’y a pas d’anopheles vecteurs dans le sous bois. A I’exception des
Pygmées, il n’y a quasiment pas de présence humaine et des vecteurs n’ont pas été récoltés

dans les huttes des Pygmées (Mouchet, 1976).
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En effet les Pygmées vivent en équilibre avec la forét et ne provoquent pas de déforestation
ouverte. Par contre, I’installation de communautés humaines plus sédentaires occasionne une
déforestation avec I’ouverture du paysage qui entraine I’installation du vecteur principal qui,
dans cette zone, est An. gambiae s.s. Dans ce facies équatorial, les conditions climatiques sont
favorables a la survie des moustiques et a la production larvaire tout au long de I’annéee
(Mouchet, 1962). La transmission y est donc pérenne. An. funestus a un réle réduit dans la
transmission en zone forestiére d’Afrique Centrale mais peut étre trés actif dans les foréts
dégradées en Afrique de I’Ouest (Adja et al., 2006). Par ailleurs An. moucheti et An. nili
considéres comme vecteurs secondaires jouent un role parfois prépondérant dans la
transmission dans certaines localités au Cameroun (Antonio-Nkondjio et al., 2006; Awono et
al., 2004) et en Cote d’Ivoire (Fontenille et al., 2003).

En zone équatoriale caractérisée généralement par la succession de deux saisons de pluies et
de deux saisons seches, la transmission du paludisme est, comme nous I’avons déja souligné,
pérenne et son intensité suit la densité des vecteurs elle-méme liée aux variations climatiques
saisonniéres. En effet au cours de la grande saison séche, il a été noté une baisse de la
transmission dans la forét de Mayombe au Congo (Richard, 1983). On note également des
niveaux de transmission trés différents d’un village a I’autre. Coz et al. (1966) rapportaient
dans la forét non littorale de Cote d’lvoire une transmission variant de 50 piqdres infectées
par homme et par an a plus de 1 000 selon les localités. L’intensité de la transmission serait
plus soutenue dans les foréts dégradées ou il a été noté plus de 850 piqlres infectantes
annuelles dans certains villages en forét dégradée au Sud de Brazzaville (Carnevale et al.,
1985). En définitive, en zone équatoriale, la transmission est (i) pérenne avec une intensité

variant suivant les saisons et (ii) trés hétérogene suivant les localités.
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Facies tropical : savanes humides ouest-africaines
La plupart des savanes humides ouest-africaines sont caractérisées par I’alternance d’une
saison seche qui dure au moins cing mois et d’une saison pluvieuse le reste de I’année. La
transmission est dite saisonniere longue supérieure a 6 mois correspondant a la durée de la
saison des pluies. La saison séche au cours de laquelle la plupart des gites larvaires
s’assechent est en général défavorable au développement et a la survie des vecteurs dont les
densités se réduisent de facon importante. Aussi la transmission du paludisme au cours de
cette saison est dérisoire avec des taux pratiquement en deca des valeurs décelables par la
méthode entomologique classique excepté dans les hydro-aménagements rizicoles ou une
transmission notable existe en saison séche (cf. nos travaux a la Vallée du Kou au Burkina
Faso). Pendant la saison des pluies qui correspond a la période ou les densités vectorielles
sont plus élevées dues au nombre croissant de gites larvaires et a I’activité des moustiques
dont la survie est favorisée par la température et I’hygrométrie, le nombre de piqlres
annuelles infectées devient important et varie de quelques centaines a des dizaines allant des
savanes les plus humides aux plus séches. Les principaux vecteurs en savane humide sont An.
gambiae s.s. et An. funestus voire localement An. nili le long de certains cours d’eaux; An.
arabiensis devenant le vecteur prépondérant dans les savanes plus séches septentrionales aux
dépens d’An. gambiae s.s. Dans les zones rurales a I’Ouest du Burkina Faso, a la fin des
années 50, Hamon et al. (1959) ont observé une moyenne annuelle de 35 piqlres infectantes
concentrées essentiellement en saison des pluies. Quelques trente années plus tard, ces
données furent réactualisées dans la méme zone par Robert et al. (1985) qui trouverent une
moyenne annuelle presque similaire de 55 piqdres infectantes. Dans certains villages situés
dans la méme région mais en bordure de points d’eau stagnant une grande partie de I’année tel

Karangasso la transmission était supérieure avoisinant 244 piqdres infectées par an.
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Les principaux vecteurs rencontrés a I’époque etaient An. gambiae s.s., plus secondairement
An. arabiensis (An. arabiensis n’a qu’un r6le mineur en savane humide) et An. funestus jouant
un role complémentaire dans la transmission du paludisme (Robert et al., 1989). En effet, la
densité des vecteurs augmente trés rapidement a la faveur des premiéres pluies, due a
I’explosion d’An. gambiae s.s. et plus accessoirement An. arabiensis qui exploitent les
nombreuses collections d’eaux temporaires et ensoleillées. An. funestus lui prend le relais vers
la fin de la saison des pluies et en début de saison seche avec I’installation de gites profonds et
ombragés dotés d’une végétation dressée et ce jusqu’a I’assechement de ces derniers en saison
séche (Brun, 1973; Robert et al., 1988b). L’apparition tardive de cette espéce est aussi due a

la durée de son développement larvaire qui est plus longue que celle d’An. gambiae s.1.

Données récentes sur la transmission du paludisme en zones de savanes humides a
I’Ouest du Burkina Faso (cf. articles 11 & 12)

Nous avons conduit une étude sur la transmission palustre entre 2000 et 2003 dans deux
villages situés en savane boisée humide a I’Ouest du Burkina: Soumousso et Léna visant a
actualiser les données obtenues par Hamon et al. (1959) et Robert et al. (1985). Les résultats
ont révélé une transmission importante atteignant respectivement 462 et 164 piqdres
infectées/homme/an [article 11]. Les densités d’An. gambiae s.s. et d’An. funestus ont
augmenté considérablement dans ces deux villages de savane (Soumousso et Léna) ou la
transmission est assurée majoritairement par An. funestus. Le fait marquant est le réle local
prépondérant d’An. funestus dans la transmission du paludisme dans ces deux villages jadis
dominée par An. gambiae avec des TIE annuels de 412 et 112 respectivement & Soumousso et
a Léna vs 42 et 57 pour An. gambiae et la quasi-disparition d’An. nili a Soumousso en

I’espace de 25 ans.
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Toutefois, il est a noter que ces valeurs ne sont pas a généraliser pour toute la zone des
savanes humides car des différentes importantes ont été observées d’un village a un autre,
voire pour le méme village d’une année a une autre dans I’intensité et le rythme de la
transmission [article 12]. La variation des densités d’un village a I’autre et d’une année a
I’autre a été plus marquée pour An. funestus que pour An. gambiae s.s. et serait lie a
I’héteérogénéité de la pluviométrie d’une année a une autre. An. funestus est plus dépendante
de la pluviométrie a long terme (mise en place tardive des gites profonds avec végétation
dressee) contrairement a An. gambiae. Les densités vectorielles d’An. funestus et son role
dans la transmission sont donc trés variables d’une année sur I’autre en fonction de la
pluviométrie mais aussi des activités anthropiques [article 12].

La transmission dans ces zones a connu un gain en intensité a cause de I’augmentation des
densités d’An. funestus et d’An. gambiae s.s. suite au développement de ces villages ayant
favorisé i) une forte concentration humaine et par conséquent un réservoir potentiel de
parasites ii) des pratiques culturales (déforestation, points d’irrigation, maraichage) iii) une
forte anthropisation (carriéres de briques, points d’eau semi-temporaires) a Soumousso et a
Léna. A I’inverse, cette modification du milieu a entrainé la disparition d’An. nili a
Soumousso ou jadis il représentait pres de 10% des vecteurs. Dans ces deux villages, entre
Ao(t et Septembre, plus de 60% de la transmission est assurée par An. funestus [articles 11 &
12]. Par contre les densités d’An. arabiensis retrouvé régulierement a moins de 5% de la
population d’An. gambiae s.l. avec un rdle quasi-inexistant dans la transmission n’ont pas
connu de modifications majeures.

Cette augmentation de la transmission aura certainement des conséquences sur le paludisme-
maladie avec une augmentation probable de la prévalence parasitaire et de la morbidité dans
la classe d’age < 5ans. Ceci pourrait entrainer une acquisition plus précoce de la prémunition

quoique ce point mérite d’étre vérifié par des paludologues.
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Par ailleurs, An. nili, reste un vecteur important dans les savanes les plus humides et les plus
préservées du Sud-Ouest du Burkina Faso ou il contribue a pres de 30% dans la transmission
palustre (Dabiré et al. comm pers). Son réle dans la transmission du paludisme est aussi
important dans d’autres savanes boisées et préservées en Afrique de I’Ouest (Dia et al., 2003).
Dans les deux faciés (équatorial et tropical avec les exemples cités ci-avant) le paludisme est

stable (ou endémique) avec une transmission pérenne ou longue de plus de six mois.

Facies sahélien : sahel ouest-africain

En zone sahélienne, les conditions climatiques sont tres rudes pendant au moins les 9 mois
consécutifs de la saison seche. Les pullulations des vecteurs étant le seul fait des pluies dont
la saison reste relativement courte. La transmission du paludisme est donc le plus souvent de
type saisonnier courte inférieure a 6 mois caractéristique du facies sahélien ou il est a la limite
de la stabilité et qualifié d’intermédiaire (Mouchet et al., 1993). Le vecteur prédominant est
An. arabiensis adapté a I’aridité et plus accessoirement An. gambiae forme M. On note une
diminution voire une disparition d’An. funestus dans ces régions sahéliennes suite aux grandes
sécheresses des années 70, a I’avancée des zones désertiques et aux pratiques culturales
humaines (Mouchet et al., 1996). Méme durant la saison humide connue en 1995, An funestus
n’a plus recolonisé la région sahélienne du Sénégal qui n’a ainsi connu une augmentation du
paludisme (Mouchet et al., 1996). Cette disparition d’An. funestus dans les zones sahéliennes
a été notée a la fois dans les Niayes autour de Dakar (Sénégal) et dans la région du fleuve
Niger autour de Niamey. On note toutefois la réapparition localisée de ce vecteur majeur en
zone sahélienne suite a plusieurs années consécutives favorables en terme de pluviométrie en
Afrique de I’Ouest comme cela a été révélé par Konaté et al. (2001) au Sénégal.

Cette tendance pourrait se confirmer dans d’autres régions sahéliennes apres les saisons des
pluies favorables observées en Afrique de I’Ouest au cours de ces 4 derniéres années, ce qui

mériterait d’étre étudié.
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Dans le sahel sénégalais, la transmission est faible avec un TIE situé entre 1 et 7 pi/h/a étalé
sur seulement trois mois et dont An. arabiensis est le seul vecteur. Cette faible transmission
est en partie associée a la forte zoophilie de ce vecteur qui, de fait, est dévié sur le bétail
abondant dans les zones agropastorales sahéliennes (Vercruysse et al., 1985; Faye et al.,
1993, 1995). A la limite sud de la zone sahélienne sénégalaise ou le paludisme tend vers la
stabilité, An. gambiae s.s. (les formes n’ont pu étre précisées a I’époque faute de I’outil
moléculaire de diagnostic) est le vecteur confirmé (alors qu’on s’attendrait logiquement a An.
arabiensis dans un tel facies) avec des TIE plus élevés atteignant 100 pi/h/a et une
transmission étalée dans le temps (Lemasson et al., 1997). Au Burkina Faso, deux études
avaient été menées dans le sahel, I’une dans les années 60 a Dori (Hamon et al., 1965) et
I’autre deux décennies plus tard au niveau de la mare d’Oursi (Gazin et al., 1988). Au début
des années 60 ou la veégétation était encore fournie, surtout autour des points d’eau, An.
gambiae s.I. dominé par An. arabiensis, assurait la transmission du paludisme secondé par An.
funestus. Lors de la deuxieme enquéte, An. funestus avait disparu suite a la grande sécheresse
des années 70 comme cela avait été noté dans d’autres zones sahéliennes ouest-africaines
(Mouchet et al., 1996). Le complexe d’An. gambiae était alors entierement dominé par An.
arabiensis avec des indices sporozoitiques (IS) faibles variant entre 0.04% a 0.15%. Ces
faibles IS seraient liés a la forte zoophilie de ce vecteur profitant de I’abondance du bétail
dans ces régions regroupé en particulier autour des rares points d’eau.

Les variations intra-annuelles et spatiales importantes des TIE et corollairement des indices
parasitologiques (IP) relevées en zone sahélienne sont fonction des saisons climatiques
extrémes et de la situation géographique des sites d’étude par rapport aux rares points d’eau.
Ainsi a Oursi dans la zone de la mare, les IP étaient de 40% autour de la mare et seulement de

10% dans les maisons €loignées du point d’eau.
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On note également dans le sahel des variations inter-annuelles importantes de la transmission
palustre au niveau d’un méme site dépendant elle-méme des variations de la durée et de

I’intensité de la saison pluvieuse d’une année sur I’autre.

Données récentes sur la transmission du paludisme dans le sahel Burkinabé : cas de Dori

Des données issues d’enquétes entomologiques plus récentes que nous avons réalisées en
saison des pluies 2003 dans les sites pilotes du Programme National de Lutte contre le
Paludisme (PNLP) au Burkina Faso incluant Dori, montrent aussi des IS (4.33%) et des TIE
relativement élevés (72 pi/h/a) autour d’un barrage a I’entrée de la ville de Dori (Dabiré et al.,
obs. pers). Le principal vecteur dominant était An. gambiae forme M (>80% vs 20% An.
arabiensis), ce qui est similaire au schéma observé par Lemasson et al. (1997) dans le sahel
sénégalais. Cette différence dans la composition vectorielle est liée a la présence de I’hydro-
aménagement favorable a An. gambiae forme M comme nous I’avons montré précédemment
alors que classiquement on devrait plutdt avoir An. arabiensis comme vecteur prédominant.
Globalement, que nous soyons dans le sahel burkinabé ou sénégalais, la transmission du
paludisme est faible et courte dans ce facies.

Dans le faciés désertique qui ne concerne pas le Burkina Faso mais la zone sahélo-saharienne
du nord du Niger et du Mali, les informations sur la transmission du paludisme sont rares.
Globalement les IP mesurés (la courte durée de la transmission et la mauvaise connaissance
du facies ne permettent pas en général des mesures formelles de TIE) en région sahélo-
saharienne du Niger ont montré une diminution de la prévalence du paludisme de 1922 (IP
entre 62 et 87%) a 1994 (IP entre 11 et 30%) (Julvez et al., 1997a). Selon ces auteurs cette
baisse du paludisme serait due a la disparition d’An. funestus qui était un vecteur trés actif et

efficace jusqu’en 1970 avant la grande sécheresse du Sahel (Julvez et al., 1997b).
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Autour des oasis sahariens, An. arabiensis est souvent le seul vecteur du complexe An.
gambiae (dont I’identification a I’époque réalisée par cytogenétique reste a étre confirmee par
PCR) vivant en sympatrie avec An. gambiae forme Mopti et d’autres anophéles non vecteurs.
Le présume vecteur des oasis, An. sergenti n’a pas été observe au sud du Sahara.

Dans cette zone désertique, la transmission du paludisme est courte et aleéatoire avec des
variations intra-annuelles trés importantes de la prévalence parasitaire liées a I’irrégularité de
la saison des pluies d’une année a une autre. On est véritablement en zone de paludisme
instable dit épidémique (dont on a du mal cependant a retracer le processus épidémique).

La population développe peu ou pas d'immunité, et toute infection palustre se traduira par un cas
clinique ce qui fait planer un risque d’épidémie. Le paludisme maladie affecterait donc toutes les
tranches d'dge. Une lutte antivectorielle bien conduite permet en général d'éviter ou de maitriser

les épidémies.

3.4.3. Faciés épidémiologiques secondaires ou locaux

A I’intérieur des faciés primaires de transmission du paludisme controlés essentiellement par
les grandes zones éco-climatiques, nous avons les faciés secondaires (faciés Il) locaux car
modulés par les activités humaines tels que les hydro-aménagements et I’urbanisation. Ces
facies Il exercent des modifications plus ou moins profondes au sein de chaque facies
primaire mais ne modifient pas les caractéristiques globales de la strate dont elles sont issues.
L’existence et la dynamique de ces facies Il pourraient avoir des conséquences sur
I’épidémiologie du paludisme localement et donc sur la mise en place de stratégie de lutte
antivectorielle (LAV) si elle ne prend en compte uniqguement que les facies épidémiologiques
primaires. Ces faciés secondaires qu’ils soient liés a I’hydro-amenagement ou a I’urbanisation

peuvent se retrouver en zone de transmission endéemique ou instable.
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En milieu rizicole

Face au poids démographique, nombre de pays africains au Sud du Sahara se sont tournés
vers les aménagements hydro-agricoles pour accroitre leurs productions vivriéres (FAO,
1987; ljumba et al., 2002a). Ces hydro-aménagements avaient pour premiere vocation
d’accroitre la production irriguée de riz (Keiser et al., 2002) dont la demande ne cesse
d’ailleurs de s’accroitre (5,6%/an). Citons les plaines rizicoles de Nioro et de Manantanli au
Mali, les plaines rizicoles du Sourou, de la Vallée du Kou et de la Kompienga au Burkina
Faso, les activités de I’Agence de Développement de la Riziculture en Afrique de I’Ouest
(ADRAO) couvrant de la Cote d’lvoire au Sénégal, les bassins du fleuve Sénégal et Niger.

A cOté des aménagements de grande envergure, d’autres aménagements de moindre
importance ont été réalisés dans les bas-fonds pour soutenir certaines activités agro-pastorales
(Oomen et al., 1994). Mais I’histoire des aménagements agricoles est étroitement liée a celle
des affections parasitaires. En effet, I’évaluation de I’impact sanitaire des projets de
développement hydrauliqgue a montré que la gestion de I’eau des bas-fonds tout comme
I’irrigation en Afrique de I’Ouest augmente le risque de maladies liées a I’eau pour les
populations concernées notamment le paludisme et la bilharziose (Hunter et al., 1993). A
I’exception peut-étre des zones équatoriales de forét, on observe presque les mémes faciés de
transmission et d’évolution de ces maladies dans la plupart des plaines irriguées (de Plaen et
al., 2004; Sissoko et al., 2004; Dolo et al., 2004; Mutero et al., 2004; Chimbari et al., 2004;
Marrama et al., 2004; Sogoba et al., 2007).

Les riziéres constituent des gites larvaires tres favorables au développement des anopheles en
particulier An. gambiae s.s. en zone de savane et An. arabiensis en zone plus aride; leurs
conséquences sur la transmission du paludisme sont répertoriées dans toutes I’ Afrique sub-

saharienne a des degrés toutefois nuancés.
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Dans les savanes ouest africaines, I’identité des especes et formes du complexe An. gambiae
s.l. predominante en milieu rizicole varie suivant le contexte bioclimatique.

En savane humide dite guinéenne au centre et au nord de la Céte d’lvoire, c’est la forme
moléculaire S d’An. gambiae qui prédomine dans les périmétres rizicoles (Doannio et al.,
2002). En savane plus classique dite soudanaise, c’est la forme chromosomique Mopti ou plus
globalement la forme moléculaire M d’An. gambiae qui y est prédominante comme c’est le
cas a la Vallée du Kou au sud-ouest du Burkina Faso (Robert et al., 1985; Baldet et al., 2003;
[articles 2 & 5]). Dans les zones plus arides ou la forme chromosomique Mopti (ou forme
moléculaire M) est absente, c’est An. arabiensis qui est favorise comme dans les riziéres du
fleuve Sénégal (Petrarca et al., 1987) en zone sahélienne d’Afrique de I’Ouest et au Kenya en
Afrique de I’Est (Coosemans et al., 1984; Mutero et al., 2004).

En réalité, dans les riziéres en Afrique de I’Ouest, la présence quasi-permanente de I’eau dans
les hydro-aménagements crée des gites larvaires pérennes et en abondance pour les culicidés.
Le mode de croissance du riz offre en plus une diversité et une alternance dans I’occupation
des gites qui occasionne la présence d’une grande majorité d’espéces d’anopheles qui ne sont
pas heureusement toutes vectrices. Les gites larvaires potentiels sont représentatifs des
différents types de collection d'eau: casiers rizicoles, canaux d’irrigation non entretenus
cimentés ou en terre, flaques résiduelles, mares sub-permanentes.

La production des différentes especes culicidiennes s’échelonne ainsi dans le temps suivant
les saisons climatiques et les phases de culture du riz (Snow, 1983; Robert et al., 1988b;
Baldet et al. 2003) suivant un schéma quasi-typique.

En saison seche, les seuls gites larvaires potentiels sont le fait de I’irrigation: casiers rizicoles
et canaux d’irrigation non entretenus. Dans les casiers, le cycle du riz détermine une
succession larvaire caractéristique: (1) février-mars: mise en eau-repiquage/ An. gambiae s.1.,

(2) avril-mai: montaison-épiaison/An. pharoensis, (3) juin: maturation-récolte/An. coustani.
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De nombreuses larves de Culex decens et d’Aedes sp se trouvent également dans les casiers
repiques et récoltées en association avec An. gambiae s.l. Cx. poicilipes et Cx. univittatus sont
aussi trouvés dans les casiers pendant I’épiaison et la maturation. Les plus fortes densités
larvaires s’observent dans les casiers repiqués et sont le fait d’An. gambiae s.l. Les canaux
d’irrigation non entretenus, surtout en terre, sont beaucoup moins productifs que les casiers.
An. funestus y est récolté a de faibles densités apres la mise en eau (mars) en présence ou non
d’autres especes anophéliennes.

En saison des pluies, outre les casiers, s’ajoutent les gites classiques liés aux précipitations:
les flaques résiduelles temporaires pour An. gambiae s.l. et plus tard les collections d’eau sub-
permanente profondes avec végétation pour An. funestus. Ces derniéres abritent également
des larves de Mansonia (M. africana, M. uniformis). Enfin, les flaques péri-domestiques
souvent polluées abritent Cx. quinquefasciatus durant toute la saison des pluies. An. funestus
est généralement rencontré en faible proportion comparée a An. gambiae s.s. et joue un role
tres minime dans la transmission du paludisme dans ces hydro-aménagements (Robert et al.,
1988b; Baldet et al., 2003; [article 5]. Ce constat est notamment valable dans les zones de
savane ouest-africaines.

Ceci n’est pas toujours le cas car dans la zone rizicole forestiére de Danané a I’Ouest de la
Cote d’Ivoire il a été observé un développement plus important d’An. funestus jouant un réle
tres actif et soutenu dans la transmission du paludisme (Briét et al., 2003) ainsi qu’a
Madagascar ou il constitue dans ce contexte le vecteur prépondérant (Marrama et al., 2004).
En principe, I’augmentation de la densité vectorielle suite & I’implantation d’une riziere
devrait se traduire par une augmentation du risque de I’accés palustre et une intensification de

I’endémicité (Coosemans et al., 1984; Robert et al., 1989).
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Ceci n’est pas une regle car malgré I’explosion des populations de vecteurs dans bon nombre
de plaines rizicoles en Afrique, la transmission rapportée c¢a et la est plutot paradoxalement
faible (Faye et al., 1993, 1995; Carnevale et al., 1999; ljumba et al., 2002b; Henry et al.,
2003; Dolo et al., 2004; Mutero et al., 2004).

Au Burkina Faso, la zone rizicole de la Vallée du Kou, aménagée dans les années 1970,
s'étend sur une surface de 7 000 ha. L'irrigation se pratique avec I’eau détournée de la riviere
Kou alimentant par gravité un réseau de canaux. La riziculture se déroule en deux récoltes
annuelles: I'une en saison séche (février a juin), lI'autre en saison des pluies (aolt a décembre).
Entre deux cycles de culture, l'irrigation est stoppée. Des études entomologiques réalisees
dans ce site dans les années 80 avaient montré que les rizieres étaient plus favorables au
développement d’An. gambiae s.s. vecteur majeur de paludisme en Afrique de I’Ouest, avec
une faible fréquence d’An. funestus (Robert, 1989). Malgré I’explosion des populations des
vecteurs, le taux de transmission du paludisme était paradoxalement faible comparé a celui
des villages environnants de savane classique. En réalité, les taux d’inoculation relativement
faibles notés dans les hydro-aménagements rizicoles s’expliquent essentiellement par les
faibles taux de survie de ces populations vectorielles. Quand les populations anophéliennes
atteignent leurs pics de densité, elles sont constituées pour la plupart de femelles nullipares
(Robert et al., 1991) inaptes donc & assurer la transmission du paludisme. D’autres facteurs
plus secondaires concourent également a ces taux de transmission relativement faibles. On
peut citer I’utilisation tres répandue de moustiquaires liée a la forte nuisance culicidienne et le
recours fréquent a la prophylaxie médicamenteuse antipalustre essentiellement a base de
chloroquine, tous deux favorisés par un certain niveau socio-économique des populations

humaines résidant dans ces hydro-aménagements.
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Depuis une décennie on assiste a un mauvais fonctionnement du systéeme caractérisé par une
non-synchronisation des cultures de riz et le non entretien géneéralisé des canaux d’irrigation.
On note aussi une situation socio-économique précaire des producteurs de riz incapables de
s’assurer une prise en charge adéquate du paludisme couplée a la chloroquinoreésistance de
plus en plus problématique dans la zone. En effet bien que les différences ne soient pas tres
significatives, les échecs thérapeutiques a la chloroquine in vivo dans ce site ont augmenté de
10% entre 1998 et 2001 (18.7% vs 29.2%) avec une progression du méme ordre de la
fréquence du géne de résistance a la chloroquine pfcrt T76 chez P. falciparum passant de 22%
a 33% entre 1998 et 2001 (Tinto et al.,, 2005). Ce qui laisserait envisager un risque
d’explosion de la transmission et du paludisme-maladie. Dans ce nouveau contexte, les
données entomologiques mesurant la transmission du paludisme ont été réactualisées en 2000
(Baldet et al., 2003) pour voir si la modification du milieu et la dégradation des conditions de
vie des producteurs n’ont pas eu une incidence sur le niveau de transmission.

Un suivi entomologique longitudinal a été realisé de mars 1999 a février 2000 basé sur des
prospections larvaires et des captures nocturnes de moustiques adultes sur sujets humains
dans deux villages représentatifs de la Vallée du Kou, VK5 situé en plein centre de la riziére
et VK7 localisé en périphérie de la riziere a I’interface des champs de coton. Ces données ont
été comparées a celles des années 80. Par rapport a 1984-1985, on relevait une augmentation
des niveaux (x 10) et des durées (+ 4 mois) de transmission, reposant a la fois sur un
accroissement des densités vectrices (x 2) et des indices sporozoitiques (x 5). Cet
accroissement de la transmission dans une région de paludisme stable n’entrainait pas une
aggravation du paludisme-maladie du fait d’une saturation des piqQres infectées et de

I’immunité protectrice établie des I’adolescence confirmant le paradoxe du paddys.
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La transmission du paludisme en zone rizicole de la Vallée du Kou & I’Ouest du Burkina

Faso : données réactualisées en 2005 (cf. articles 5 et 11)

Outre le fait que la transmission du paludisme en savane a porté aussi sur la zone rizicole de
la Vallée du Kou [article 11], nous avons réactualisé la dynamique de la transmission et la
fréquence relative des formes moléculaire M et S d’An. gambiae s.s. dans le village 7 (VK7)
qui est a I’interface entre la savane environnante cotonniere et la plaine rizicole. De notre
étude, il ressort que VK7 ou la forme moléculaire M était encore quasi-dominante quelle que
soit la période de I’année, connait une modification dans la fréequence des formes
moléculaires. En effet a partir de fin aoQt, la forme moléculaire S fait son apparition dans ce
village atteignant des proportions égales (50%) a celles de la forme M en septembre et en
octobre. Quoique le niveau de transmission du paludisme reste similaire a ceux obtenus en
2005 dans la méme localite, la participation accrue de la forme S dans la transmission pourrait
en changer le rythme et I’intensité dans les années a venir [article 5]. En perspectives, des
études doivent étre menées pour Vérifier (i) si ces tendances de I’augmentation accrue de la
fréquence de la forme S dans la population anophélienne en interface entre le milieu rizicole
et la savane environnante se poursuivent et (ii) étudier en détail si cette modification de la

fréquence relative M/S a un impact sur la transmission du paludisme.

En milieu urbain
Le paludisme n’est pas seulement la premiére cause de mortalité et de morbidité mais peut
constituer un facteur limitant au développement socio-économique des états surtout en
Afrigque sub-saharienne. Dans un contexte d’urbanisation galopante et d’exode rural sans
précedent et ou plus de la moitié des activités économiques de nos états sont basées en ville,
le paludisme urbain africain doit étre considéré comme une priorité avec des activités de

recherche -interventions.
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En effet la source MARA (Mapping Malaria Risk in Africa) estime a plus de 200 millions de
personnes vivant actuellement en ville en Afrique dans une zone a risque de transmission du
paludisme avec un TIE se situant entre 0 et 50 pi/h/a (Keiser et al., 2004). Les premieres
études sur le paludisme urbain ont été conduites en 1930 en Afrique de I’Est (Wiseman et al.,
1939; Mackay, 1935; Wilson, 1936). Elles ont été suivies par d’autres études menées
quelques décennies plus tard en Afrique centrale et de I’Ouest avec de nombreux challenges
car la mesure des marqueurs de la transmission déja difficile dans le contexte
épidémiologique général, reste plus problématique dans le contexte urbain. En effet dans ce
milieu, la transmission est le plus souvent a la limite de la détectabilité par les méthodes
entomologiques usuelles (Robert et al., 2003). En zones urbaines d’Afrique équatoriale et
tropicale, I’étude proprement dite du paludisme urbain a commencé au début des années 80
(Bruce-Chwatt, 1983). De Brazzaville au Congo (Trape, 1986) a Pikine et Dakar au Sénégal
(Vercruysse et al., 1983; Trape et al., 1992; Diallo et al., 1998, 2000), en passant par Maradi
au Niger (Le Bras et al., 1986), Accra au Ghana (Appawu et al., 1994), Ouagadougou
(Sabatinelli et al., 1986; Rossi et al., 1986) et Bobo-Dioulasso (Robert et al., 1986; Diabaté,
2003) au Burkina Faso, elles aboutirent toutes, a quelques exceptions prés, aux mémes
conclusions: i) la transmission du paludisme est le plus souvent tres faible comparée aux
zones rurales environnantes avec des TIE allant du minimum mesurable & un peu plus de 20
pigdres infectantes/an (pi/h/a), ii) une transmission plus importante en périphérie que dans les
centres urbanisés en raison de I’anthropisation, de la pollution et de la disparition des espaces
naturels peu favorables aux anopheles favorisant plutdt I’explosion du nuisant urbain C.
quinquefasciatus. A I’inverse en périphérie des villes, a I’interface du milieu urbain et du
milieu naturel environnant, le tissu urbain est moins dense. Les densités anophéliennes et la

transmission du paludisme sont plus importantes comparées au centre urbain.
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Cette augmentation de la transmission et des densités vectorielles se trouve aggravée par les
activités humaines péri-urbaines notamment le maraichage, les carriéres de briques, etc.
favorisant la constitution de gites larvaires favorables aux vecteurs du paludisme. Comme
exceptions a ces deux regles, on peut citer I’exemple du paludisme urbain lagunaire a
Cotonou avec une transmission pérenne plus importante en ville que dans les villages
environnants et celui de Niamey avec une transmission plus importante dans les quartiers du
centre ville traversés par le fleuve Niger qu’en périphérie (Julvez et al., 1997b).

En zone de forét équatoriale a Brazzaville capitale du Congo, Trape et al. (1987) ont trouvé
un TIE moyen de 22 pi/h/a inégalement reparti de la périphérie vers le centre de la ville ou il
était tres faible. Les vecteurs rencontrés a I’époque étaient essentiellement An. gambiae s.s. et
dans une moindre mesure An. moucheti. A Kinshasa, capitale de la République démocratique
du Congo, I’incidence du paludisme était également faible décroissant aussi de la périphérie
vers le centre de la ville avec un TIE de 0.08 a 1.07 pi/h/nuit (Coene, 1993). Les vecteurs
étaient les mémes que ceux rencontrés dans la zone forestiére equatoriale : An. gambiae forme
chromosomique « Forét» pour plus de 90%, An. funestus et An. nili. A Yaoundé au
Cameroun, toujours en zone forestiére équatoriale, la transmission du paludisme a été tres
faible avant 1960 du fait de la typologie de la ville peu urbanisée a I’époque et donc du milieu
naturel forestier préservé ou il n’existait peu ou pas de vecteurs (faciés équatorial). A ceci
s’ajoute également la mise en place de campagnes d’éradication des vecteurs du paludisme a
base de DDT a I’époque qui avait permis de contréler les populations d’anophéles (Livadas et
al., 1958). Aprés I’indépendance, avec I’arrét de ces campagnes insecticides et a la faveur de
I’urbanisation galopante entrainant la déforestation, le faciés de transmission a été modifiée.
Ainsi des enquétes menées au début des années 90 révélaient un risque important de
paludisme urbain a Yaoundé avec des TIE relativement élevés variant suivant les quartiers

entre 14 et 30 pi/h/a (Fondjo et al., 1992).
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L’augmentation des densités vectorielles et subséquemment de la transmission du paludisme
liée essentiellement a I’anthropisation du milieu a été confirmee par des études plus récentes
(Manga et al., 1997; Antonio-Nkondjo et al., 2005).

En Afrique de I’Ouest, nous observons globalement le méme schéma de transmission avec
quelques particularités. Au Benin, avec I’extension de la ville de Cotonou vers le Nord par le
comblement de la lagune, il s’est opéré le remplacement d’An. melas, espéce halophile jadis
vecteur le plus abondant mais peu performant du fait de sa zoophilie et de son exophilie, par
An. gambiae s.s. meilleur vecteur. Ceci s’est traduit par I’augmentation de la transmission du
paludisme avec un TIE variant suivant les quartiers de 26 a 46 pi/h/a (Coluzzi, 1993). Il a été
alors observé paradoxalement plus de paludisme en ville que dans les villages environnants
(Akogbeto et al., 1992; Akogbeto, 2000). A I’inverse, & Accra au Ghana, des études
comparatives de la transmission palustre entre 1984 et 1995 ont révélé une diminution de la
transmission qui est passée de 75 pi/h/a en 1911 a 28 pi/h/a en 1995 avec une réduction des
densités vectorielles d’An. gambiae s.s., d’An. melas et d’An. arabiensis et une disparition
d’An. funestus en raison essentiellement de I’urbanisation et de la disparition du milieu naturel
(Chinery, 1984; Appawu et al., 1994; Chinery, 1995). Au Sénégal, le schéma de transmission
est quasi-similaire avec une diminution de la transmission de la périphérie vers le centre ville
plus urbanisé. En périphérie de la ville de Dakar, dans les Niayes (dunes de sables avec de la
végeétation ou est pratiqué du maraichage), An. funestus était le vecteur majeur avec une
fréquence relative de 66% vs 33% pour An. gambiae s.l. Suite a la sécheresse des années 70,
ce vecteur a été éliminé et remplacé par An. arabiensis (92%). Ce dernier assure désormais
avec secondairement An. gambiae s.s. la transmission du paludisme avec un TIE de 11 pi/h/a

releve en 1991 (Trape et al., 1992).
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A Pikine un autre quartier périphérique dans les Niayes, une autre etude conduite par
Vercruysse et al. (1983) revélait un TIE similaire de 13 pi/h/a avec pour seul vecteur An.
arabiensis dont la densité se resserrait autour des points d’eau servant de gites larvaires
(Robert et al., 1998). Par contre dans les districts Centre et Sud de Dakar ce vecteur a été
trouvé a une tres faible densité incapable d’assurer la transmission (Diallo et al., 1998, 2000).
Dans les principales agglomérations urbaines du Burkina Faso, la situation n’en est pas moins
similaire. En effet a Bobo-Dioulasso, deuxiéme ville du pays, le taux de transmission du
paludisme rapporté par Robert et al. (1986) était tres bas avec un TIE de 0.19 au centre ville
(soit une piqdre tous les 7 ans) devenant plus important dans les quartiers périphériques avec
un TIE de 4.6 pi/h/a. A I’époque, An. gambiae (forme chromosomique «Savane» identifiée
plus tard comme la forme moléculaire S) était le vecteur principal rencontré a des fréquences
de 71% au centre ville et de 78% en périphérie. An. gambiae cytotype Mopti/forme M
représentait 23% au centre ville et 17% en périphérie. An. arabiensis était minoritaire
représentant seulement 11% du complexe. Sa fréquence relative était de 21% au centre ville le
long du marigot Houet et de 3% en périphérie. Deux décennies aprés, une étude menée par
Diabaté (2003) révélait une augmentation du TIE avec 57 pi/h/a au centre ville et 63 pi/h/a en
périphérie. Si I’étude réalisée par Robert et al. (1986) a eu I’avantage de couvrir 3 quartiers (1
central urbanisé classique, 1 central traversé par le marigot Houet et 1 quartier périphérique),
la mesure de I’indice sporozoitique avait été effectuée a partir de la dissection des glandes
salivaires suivies d’observation microscopique directe. Ceci aurait sous-estimé la valeur de
I’IS. A I’inverse, I’étude de Diabaté (2003) qui a concerné seulement deux quartiers (1 central
le méme que celui de Robert le long du marigot Houet, 1 périphérique) a révélé des IS trés

élevés avec une augmentation importante en moins de 15 ans.
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Conduite avec les mémes méthodes d’échantillonnage permettant I’estimation des densités
vectorielle (capture sur appat humain), cette étude plus récente a eu recours a I’utilisation de
la technique d’ELISA-CSP, methode plus sensible que I’observation microscopique des
glandes salivaires. Ceci aurait permis de déceler un nombre plus élevé de moustiques infectés,
ce qui expligueraient en partie les écarts relevés entre les IP. Outre cette différence de
protocole dans I’estimation des IS (microscopie vs ELISA) et de I’identification du complexe
d’An. gambiae (cytogénétique vs PCR), il est indéniable que la transmission a augmenté dans
son ensemble & Bobo Dioulasso avec un gradient décroissant de la périphérie vers le centre.
L’augmentation de la transmission en périphérie serait due a des raisons multiples telles que i)
I’urbanisation anarchique de la ville conduisant a une extension des quartiers périphériques
sans toutefois une mise en place réelle de voirie et de systemes d'écoulement des eaux de
pluie ii) une préservation du milieu naturel a I’interface entre le milieu urbain et le milieu
naturel favorable au développement des anopheles et enfin iii) I’installation d’activités
humaines tels le maraichage péri-urbain et les carriéres de briques qui créent de nombreux
gites larvaires favorables et trés productifs pour les anophéles. Par contre pour le centre ville
de Bobo (Dioulassoba), le quartier est de type village traditionnel au contact d'un marigot
permanent (le Houet) ce qui crée des similitudes avec le faciés de Niamey traversé par le
fleuve Niger. Mais dans ce présent facies soumis a la grande pression humaine, I’eau du
marigot se trouve polluée et le principal vecteur, An. gambiae s.s. a d0i s’adapter aux gites
pollués proliférant ainsi toute I’année. Toutes ces raisons contribueraient & une transmission
palustre relativement importante dans ce quartier central. Ce cas de figure est donc un cas
particulier qui n’est pas a généraliser méme dans les autres quartiers centraux de Bobo qui
auraient un schéma de transmission classique commun a un centre ville ouest africain plutét

dominé par des gites favorables a C. quinquefasciatus.
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Par ailleurs en sus de I’augmentation de la transmission palustre relevée a la fois en périphérie
et en centre ville a Bobo-Dioulasso, on a également observé une augmentation des
populations d’An. arabiensis vers la fin de la saison seche (Avril 2006) representant 70% des
femelles prises en faune résiduelle dans le quartier central de Dioulassoba (Dabireé et al., obs.
pers.). Ceci n’est qu’une observation ponctuelle mais qui pourrait traduire la conséquence de
la modification du milieu sur la composition des especes anophéliennes et la variation des
densités relatives. Aussi, Robert et al. (1986) avaient obtenu une fréquence globale de cette
espéce a moins de 3% quoique basée sur des techniques différentes.

A Ouagadougou en 1986, des études menées par Sabatinelli puis par Rossi et al. (1986) ont
révélé que la transmission du paludisme était assurée pour 53.5% par An. gambiae s.s. (dont
77.5% du cytotype « Mopti » et 19.3% de « Savane »), 45.5% par An. arabiensis et seulement
1.6% par An. funestus. A I’instar de la plupart des agglomérations ouest-africaines, I’intensité
de la transmission palustre décroissait de la périphérie vers le centre avec respectivement des
TIE de 0.9 pi/h/a et de 7-12.7 pi/h/a et en corollaire des indices parasitologiques de 3% a 32%
(Sabatinelli et al., 1986). En périphérie, les fluctuations de TIE étaient dues a la proximité ou
non des concessions par rapport aux points d’eau (barrages, canaux et caves de briques)
alimentant les gites larvaires. De nos jours, bien que des difficultés persistent quant a la
mesure claire des marqueurs de la transmission, le facies de la transmission palustre aurait
évolué dans cette ville. En effet, I’'urbanisation quasi-permanente et anarchique de la ville crée
un nombre important de quartiers périphériques précaires tant du point de vue socio-
économique que de la disponibilité en gites larvaires a anophéles augmentant ainsi les risques
de transmission du paludisme.

En conclusion les villes ouest africaines dans leur grande majorité connaissent i) une
urbanisation anarchique sans réellement une mise en place de voiries et de systémes

d’écoulement des eaux de pluies tout en préservant le milieu naturel dans ses périphéries et ii)
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des activités humaines telles que I’agriculture peéri-urbaine et les carrieres de briques qui
créent de nombreux gites larvaires trés productifs aux anopheles. Toutes ces conditions
favorisent une transmission du paludisme plus croissante dans les périphéries qu’au centre
ville ou le milieu naturel est plutét résorbé lié a I’'urbanisation extréme et a la pollution

défavorisant les gites a anophéles au profit du moustique nuisant C. quinquefasciatus.

La distribution des vecteurs du paludisme en zone urbaine au Burkina Faso : cas de la
ville de Ouagadougou (cf. article 3)

Afin de pouvoir relier des données entomologiques a une prévalence parasitologique du
paludisme de 30% observée en saison seche dans la ville de Ouagadougou (Fournet et al.,
com pers.), nous avons conduit une enquéte entomologique en avril 2006, période
correspondant & la fin de la saison seche. Cette étude a concerné aussi bien les quartiers
périphériques et centraux dont le choix s’est basé sur i) la densité humaine (un quartier
périphérique dense, un quartier périphérique peu dense, un quartier central urbain dense et un
quartier urbain peu dense) ii) le degré d’urbanisation du quartier et iii) leur proximité par
rapport aux points d’eau (barrage). Bien que les stades adultes de vecteurs n’aient été
collectés qu’en trés faible effectif (due aussi a I’utilisation de pieges CDC technique
d’échantillonnage, comme nous I’avons déja dit, moins sensible que la méthode de référence
des captures sur sujets humains), notre étude a montré que des gites larvaires favorables et
productifs & An. gambiae s.l. persistaient toute I’année. lls étaient disséminés autour des
retenues d’eau (cave de brique créant une marre permanente, ravins, canaux de bornes
fontaines, lits de barrages).

Les vecteurs du paludisme rencontrés étaient composés pour plus de 76% d’An. arabiensis
suivi d’An. gambiae M (22%) et d’une faible proportion de la forme S (3%). Aucun spécimen

d’An. funestus n’avait été rencontré dans les échantillons analysés.
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Sabatinelli et Rossi et al. (1986) lors d’une enquéte entomologique réalisée dans six quartiers
de Ouagadougou (6 périphériques et six centraux) ont montré que les vecteurs du paludisme
étaient composés a I’époque d’An. gambiae s.s. (cytotypes «Mopti » et « Savane ») pour plus
de 53% et de 45% d’An. arabiensis avec moins de 6 % d’An. funestus. Comparativement aux
résultats de Rossi et al. (1986), il est difficile de tirer des conclusions pertinentes quant a
I’augmentation des populations d’An. arabiensis (76% vs 24% pour An. gambiae s.S.). En
effet notre étude a analysé les spécimens provenant des prospections larvaires faisant la part
belle a An. arabiensis. Dans les travaux antérieurs ayant pris en compte la fraction endophile
collectée par pulvérisation aux pyréthres, il est évident qu’An. arabiensis plus exophile a été
rencontré a une fréquence moins élevée a I’intérieur des maisons (45% vs 53% pour An.
gambiae s.s.). Cependant une probable réduction de la forme moléculaire S dont quelques
spécimens ont été trouvés uniquement dans une carriere a banco a I’Ouest de la ville serait
plausible due a la modification progressive du milieu naturel ayant provoqué une réduction de
ses populations dont le niveau était déja faible a I’époque (19.3% vs 7% pour la forme M).
Quoique des différences existent dans I’échantillonnage en terme de période (mois d’avril) et
de sites (les sites urbains sont les mémes mais les quartiers périphériques ont totalement
évolué depuis I’étude de Rossi) et de méthodes d’échantillonnage (pulvérisation aux pyréthres
vs collection larvaire), nos résultats méme préliminaires donnent quelques tendances actuelles
relative a la composition des vecteurs dans la ville de Ouagadougou.

En effet la disparition progressive du cytotype « Savane »/forme S s’expliquerait par : (i)
I’urbanisation galopante qui a résorbé tout I’espace naturel favorable aux gites a S, ii) I’aridité
globale de ce facies dans son ensemble bioclimatique favorisant An. arabiensis et iii)
I’installation de points d’eau permanente par endroits pollués mais favorables auxquels se
sont adaptés An. arabiensis et la forme moléculaire M qui pullulent dans les gites ensoleillés

permanents.
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Dans ce méme contexte, I’activité humaine a supprimé les gites profonds dotés de végetations
qui entretenaient les quelques rares biotopes favorables a An. funestus transformés maintenant
en Vvéritables jardins maraichers péri-urbains. An. funestus a donc complétement disparu de la
ville et se retrouve dans les villages aux alentours de Ouagadougou présentant des cours d’eau
semi-permanents ou permanents avec de la végétation (Guelbéogo et al., 2005). Il ressort
clairement que dans les vieux quartiers urbanisés hautement pollués avec une présence de
canaux mal entretenus a eaux domestiques usées favorables au nuisant urbain
C. quinquefasciatus, la transmission du paludisme est rare a cause de toutes ces raisons que
nous venons d’évoquer. La transmission serait alors relativement plus importante en
périphérie tel que révélé par Sabatinelli et al. (1986).

Il n’est pas exclu que la transmission du paludisme a Ouagadougou a I’instar d’autres
agglomérations urbaines en Afrique de 1I’Ouest connaisse une augmentation dans un futur
proche du fait du développement de I’agriculture péri-urbaine tournée vers le maraichage. En
effet, cette activité est soutenue par une intense irrigation créant des points d’eau favorables
aux anopheles (Afrane et al., 2004; Keiser et al., 2004; Matthys et al., 2006). A ceci s’ajoute
I’exode rural qui contribue a un développement anarchique de la ville dans ses périphéries
entrainant toutes les conséquences que nous avons décrites dans les causes anthropiques du
paludisme urbain: densité humaine augmentant le réservoir du parasite, fragilisation des
conditions socio-économiques avec des déchets domestiques urbains difficiles a évacuer,
installation d’activités secondaires de survie tels le maraichage péri-urbain, la construction
d’habitats peu adaptés avec dissémination de gites par les carrieres de briques etc.

Toutes ces causes créent des gites favorables aux principaux vecteurs du paludisme adaptés a

ce nouveau contexte urbain et feront a terme des zones urbaines des zones a risque palustre.
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Toutefois en I’absence de mesure de TIE lors de nos enquétes, nous ne pourrons tirer de
conclusion que sur la modification de distribution des especes mais aucune affirmation
formelle ne peut étre avancée quant a I’augmentation de la transmission du paludisme dans
ville de Ouagadougou.

L’urbanisation n’a pas les mémes conséquences en terme de modification de la faune
anophélienne (formes moléculaires M et S d’An. gambiae s.s., An. arabiensis et An. funestus)
et d’augmentation/diminution de la transmission du paludisme et ce en fonction du contexte
bioclimatique, de la typologie de la ville et des activités humaines a priori. Plusieurs
situations doivent étre distinguées suivant les faciés épidémiologiques primaires. Dans les
villes de forét équatoriale, on observe une augmentation de la transmission due
essentiellement a la déforestation suivie de création de facies favorables a An. gambiae
(exemple de Yaoundé) tandis que dans les villes ouest-africaines en savane tropicale on
observe une diminution relative de la transmission avec quelques variations importantes (i)
une diminution de la transmission dans les centres villes due a I’urbanisation extréme et a la
pollution avec cependant une augmentation de la nuisance culicidienne due a
C. quinquefasciatus (sauf cas particulier comme le quartier de Dioulassoba au centre ville de
Bobo-Dioulasso et aussi le centre ville de Niamey en zone sahélienne), (ii) une augmentation
de la transmission dans les péripheries des villes en raison de I’urbanisation anarchique a
I’interface milieu urbain/milieu naturel environnant et des activités humaines favorisant et
entretenant les gites a anopheles méme pendant les périodes les plus séches de I’année.

Le paludisme urbain deviendra a moyen et long terme, si aucune politique d’urbanisation
fiable n’est mise en place, un sérieux probléme de santé publique qui risque de s’aggraver
dans un contexte accéléré d’exode rural et d’urbanisation galopante et anarchique dépassant

les capacités actuelles des autorités a régler ce probléme.
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En effet, dans la plupart des cas en Afrique subsaharienne la faiblesse de la transmission en
milieu urbain comparé au milieu naturel environnant notamment en savanes tropicales fait
que I’on se situe en ville en zone de paludisme «instable». Les citadins, méme Africains,
n’ayant pas forcement développé une prémunition contre le paludisme sont exposés a la
maladie, la plupart étant nés et ayant grandi en ville ou ils ont toujours habité. 1l n’est pas non
plus exclu qu’en cas de prémunition, celle-ci étant fragile, les citadins jeunes ou adultes
courent le risque d’un paludisme grave en se rendant au village ou en campagne a
transmission plus stable ou ils pourraient avoir leur premier contact avec le parasite.

En revanche, le milieu urbain, surtout les capitales, réunit toutes les conditions pour soutenir
des programmes efficaces de lutte antivectorielle contre le paludisme car il abrite les
décideurs politiques et regroupe les moyens humains, financiers et techniques. Par ailleurs du
fait de la forte nuisance culicidienne I’adhésion des populations quant au déploiement de la
lutte antivectorielle méme basée sur I’utilisation des MII plus accessible en ville que dans les
zones rurales sera favorisée. Compte tenu de la transmission faible dans un faciés instable,
I’efficacité de la LAV devrait étre plus efficiente parce qu’il est plus facile de contréler une
transmission faible et/ou saisonniére qu’une transmission intense et pérenne. A ceci s’ajoute
I’accés aux soins et aux médicaments antipaludiques dont une administration adéquate devrait
synergiser la LAV. En définitive une réussite de LAV surtout & base de MII dans les villes
peut facilement faire tache d’huile et de fagon convaincante servir d’exemple aux populations
rurales qui interagissent fortement dans nos pays avec les habitants des villes (avec qui les
liens n’ont jamais été rompus se traduisant par des flux migratoires entre villes et villages ou

par la voie des medias).
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CHAPITRE 4: LA RESISTANCE DES VECTEURS AUX INSECTICIDES -
CONSEQUENCES SUR LES STRATEGIES DE LUTTE ANTIVECTORIELLE

A T’origine basée sur 1’éradication totale du vecteur par 1’élimination des gites larvaires puis
par les pulvérisations intradomiciliaires surtout a base de DDT, la lutte antivectorielle (LAV),
en raison de la résistance des vecteurs aux insecticides notamment au DDT (voir détails dans
le paragraphe 4.1), a été réorientée vers I'utilisation d’outil de protection communautaire ou
individuelle en 1’occurrence la moustiquaire imprégnée d’insecticides a base de
pyréthrinoides. Mais I’efficacit¢ de cet outil de lutte fait aussi face au probléme de la
résistance des vecteurs aux pyréthrinoides sélectionnée essenticllement dans les zones
agricoles a usage intensif d’insecticides. De nouvelles stratégies incluant la combinaison de
molécules existantes, la recherche de nouveaux insecticides et méme la voie de la lutte
génétique sont en ce moment explorées pour une meilleure gestion de la résistance et une

optimisation de la LAV.

4.1. Historique de la lutte contre le paludisme

Hippocrate (vers 400 avant J-C) fut le premier a décrire les manifestations du paludisme et les
reliait a la saisonnalité et a ’environnement. Il élabora la premic¢re méthode de prévention du
paludisme en déconseillant les populations d’habiter prés des marais. L’association entre la
maladie et les eaux stagnantes connues aujourd’hui comme gites larvaires potentiels des
anopheles vecteurs a servi de base aux habitants de la Rome antique qui réalisérent le
drainage des marais, ce qui représentait en réalité la premiére intervention contre le paludisme
ou «malaria» qui signifie en italien «mauvais air».

Le premier traitement prophylactique contre le paludisme remonte a 1600 quand des extraits
de Cinchona sp (dont C. ledgeriana) jadis utilisés par des indiens autochtones du Pérou furent

introduits dans le milieu européen par les jésuites (Bovay, 1972).
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De ces extraits d’écorce fut tirée la quinine devenue aujourd’hui le traitement de référence
contre le paludisme grave. Parallelement, quelques décennies av. J-C, les chinois utilisaient
les extraits de racines d’Artemisia annua contre la fiévre d’ou dérivent de nos jours
I’artémisine dont les différentes combinaisons (ACT ou «artemisinin combination
treatment ») sont désormais adoptées comme médicament de premicre intention dans le
traitement du paludisme.

La découverte de I’agent pathogeéne du paludisme en 1880 par Lavéran qui le décrivit comme
un protozoaire et la démonstration des anophéles comme vecteurs de ce parasite en 1897 par
Sir Donald Ross apportérent plus de connaissances sur I’épidémiologie de cette maladie. Dés
que fut connu le réle des anophéeles dans la transmission, leur destruction devint 1’objectif
principal car seul moyen a I’époque pour éliminer la maladie. Accompagnée de Ia
«quininisation» des populations a risques, la lutte antivectorielle était devenue le fer de lance
de la lutte contre le paludisme. Elle était basée dans un premier temps sur la destruction des
gites larvaires surtout par drainage et ’aménagement de I’environnement et par 1’utilisation
d’huiles minérales ou 1’aceto-arséniate de cuivre et suivant les particularités, la pulvérisation
intradomiciliaire de pyréthrines contre les moustiques adultes (Swallengrebel et al., 1931;
Park Ross, 1936). Des résultats partiels mais positifs ont été alors obtenus dans de
nombreuses régions impaludées des pays tempérés dont les Etats-Unis, la France, 1’Italie et
I’Europe de I’Est. Puis vint I’ére du DDT découvert en 1874 et dont les vertus insecticides ont
été reconnue en 1939 (Muller, 1955). Testé et reconnu comme insecticide trés efficace a
faible dose, a large spectre d’action, a rémanence prolongée et bon marché, son utilisation fut
généralisée au point que la pulvérisation intradomiciliaire de DDT a été adoptée comme
I’outil de base du Programme Mondial d’éradication du paludisme lancée par ’OMS en 1955

(Macdonald & Gockel, 1964).
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L’ Afrique, parce que ne disposant pas de connaissances fiables sur la transmission et a cause
des particularités du systéme vectoriel’ auquel s’ajoutait le manque notoire de personnel
qualifi¢ et de moyens techniques et financiers, ne devrait participer a ce programme que par le
biais de zones pilotes représentatives des différentes régions africaines: Burkina Faso, Liberia,
Cameroun, Bénin, Ouganda, Sénégal a partir desquelles devait s’élargir 1’expérience si elle
était jugée concluante (OMS, 1957).

Les succes de cette stratégie furent complets dans 37 pays notamment dans les régions
tempérées d’Europe, des Etats-Unis, mais aussi dans certaines régions tropicales d’ Amérique
du Sud ou d’Asie ou les moyens engagés furent a la hauteur des résultats obtenus.

Mais en Afrique intertropicale les succeés des campagnes pilotes furent plus nuancés et
souvent ponctués d’échecs dans les zones de savane tropicale ouest-africaines (Cavalié &
Mouchet, 1961). Les raisons ont été attribuées a 1’émergence de la résistance du vecteur
principal An. gambiae a la dieldrine (Choumara et al., 1959; Cavalié & Mouchet, 1961) puis
au DDT méme si le premier cas de résistance au dernier a été détecté sept ans apres 1’arrét des
campagnes pilotes en 1967 (Hamon et al., 1968b). Cette résistance au DDT a plutot coincidé
avec I’introduction et I’utilisation massive d’une formulation a base de DDT et d’endrine dans
la protection du cotonnier (Hamon et al., 1970).

Les raisons de ces échecs, outre 1’émergence de la résistance des vecteurs aux insecticides,
seraient plutdt dues au peu de connaissance sur la biologie et 1’écologie des vecteurs ayant
conduit & une mise en place de stratégies de lutte inappropriées et aussi et surtout aux

ressources financiéres et humaines qualifiées quasi-inexistantes (Mouchet et al., 2004).

Le systéme vectoriel An. gambiae / P. falciparum en I’occurrence est trés efficace, ubiquiste, trés stable et
particulierement difficile a contrdler dans les régions endémiques en Afrique subsaharienne
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En raison des spécificités vectorielles (Coluzzi, 1984) et surtout des changements politiques
tumultueux intervenus dans I’histoire de I’Afrique dans les années 60, 1’éradication du
paludisme telle que révélée par 1’échec des opérations pilotes de lutte fut impossible et
progressivement abandonnée (Hamon et al., 1963; Rugemalila et al., 2006).

La lutte contre les vecteurs du paludisme dans les zones endémiques vise désormais a réduire
la mortalité et la morbidité palustre par le contrdle de la transmission (WHO, 1995).
L’existence d’une relation proportionnelle entre le nombre de piqires infectées recues et la
fréquence des acces palustres a renforcé 1’idée que, méme en dehors du concept d’éradication
totale du paludisme, la réduction de la transmission apporte un réel bénéfice sanitaire. A partir
de ce nouvel objectif, va s’articuler notamment I’utilisation des moustiquaires imprégnées
d’insecticides (MII) dont ['usage individuel et collectif réduit considérablement la
transmission et la morbidité liée au paludisme comme 1’a montré une des études pionniéres
réalisée dans la région de Bobo-Dioulasso (Carnevale et al., 1988a). De ces études pilotes
menées au Burkina Faso partiront d’autres travaux portant sur I’importance et 1’efficacité des
MII sur la réduction de la morbidité et de la mortalité liées au paludisme, notamment chez les
jeunes classes d’age, dans différents contextes de transmission en Afrique subsaharienne

(Alonso et al., 1991; d’Alessandro et al., 1995; Binka et al., 1996; Nevill et al., 1996).

4.2. La lutte antivectorielle

Dans les paragraphes précédents, nous avons vu que la lutte anti-vectorielle était une des
composantes majeures de la lutte contre le paludisme. Méme si dans 1’application, son
objectif premier n’a pas été atteint en zone intertropicale et surtout en Afrique subsaharienne,
son rdle reste toujours i) exceptionnellement d’éradiquer localement la maladie en éliminant

le vecteur ou en interrompant durablement la transmission et le plus souvent ii) de réduire la
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transmission dans des proportions telles que la maladie ne soit plus un probléme de santé
publique, ni un obstacle au développement socio-économique.

Le souci d’associer les efforts pour aboutir a une protection contre d’autres maladies
vectorielles, affiche en perspective le concept de lutte intégrée contre les vecteurs. De
nombreuses méthodes sont utilisables pour lutter contre les moustiques, mais pour répondre a
des criteres d'efficacité et de sélectivité, la lutte antivectorielle doit tenir compte avant tout de
la bio-écologie et du comportement des espéces cibles ainsi que du contexte épidémiologique

dans lequel s'effectue la transmission (WHO, 1995).
En fonction de ces éléments elle peut se pratiquer a différents niveaux:
- la lutte larvicide qui vise a réduire la production de vecteurs,

- la lutte adulticide qui vise a diminuer les densités des populations d'adultes et/ou la

longévité des femelles qui perdent ainsi leur capacité a transmettre certains agents pathogenes,

- les mesures de protection individuelle ou collective, qui visent a limiter le contact

homme-vecteur et diminuer la densité des femelles voire leur espérance de vie.

La lutte antivectorielle nécessite en pré requis une bonne connaissance de 1’identité et de la
bio-écologie des populations de vecteurs (cycle de développement, comportement trophique

et comportement de repos).

4.2.1. La lutte anti-larvaire

La lutte contre les larves passant directement par le drainage des collections d’eau et
I’aménagement physique du milieu a été le schéma d’interventions aux premieres heures de la
lutte contre le paludisme, surtout dans les régions tempérées, avant I’avénement des
insecticides chimiques. Dans le contexte afro-tropical, en zone rurale endémique, la lutte
antilarvaire contre les vecteurs du paludisme parait peu réaliste en raison surtout de la

multiplicité et du caractére temporaire des gites a Anopheles.
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Cette lutte antilarvaire pourrait toutefois étre envisagée dans certains contextes urbains et
péri-urbains, lorsque les principaux gites sont en nombre limité, facilement repérables et
accessibles et ce, en complément d’autres méthodes de lutte notamment en région de
paludisme instable.

En milieu urbain, la méthode de lutte antilarvaire la plus efficace a long terme devrait étre
basée surtout sur la réduction des gites par des mesures d'assainissement. Cependant, elle est
difficilement envisageable dans de nombreux pays tropicaux étant donné l'urbanisation
anarchique et le peu de moyens dont disposent les autorités municipales. Elle reste donc de
nos jours axée sur le traitement chimique des eaux de surface.

Le téméphos (OP) a été jusque-la le principal larvicide utilisé en raison de sa faible toxicité
pour la faune non cible (Carnevale & Mouchet, 1990). Plus récemment la lutte biologique
avec l’utilisation d’autres organismes prédateurs ou pathogénes tels que les poissons
larvivores (Julvez et al., 1987; Sabatinelli et al., 1991), les champignons (Blanford et al.,
2005; Scholte et al., 2005) et des bactéries entomopathogénes dont B. sphaericus et B.
thuringiensis var. israelensis (Sinégre et al., 1993; Baldet, 1995) ont donné des résultats
intéressants lors d’expérimentations pilotes mais difficile a mettre en ceuvre en conditions
opérationnelles a grande échelle.

De nos jours, face a I’exode rural et a 1’'urbanisation accélérée et le plus souvent anarchique,
les mesures d’assainissement avec ¢limination des gites larvaires en milieu urbain constituent
un véritable challenge dans la plupart des villes africaines car les municipalités par manque de
moyens financiers ou par absence de volonté politique ne prennent pas en compte ce volet
dans leur plan d’aménagement et d’assainissement. Ainsi on assiste ¢a et 1a a une pullulation
des genres Culex et Aedes causant la nuisance, notamment le nuisant urbain pantropical par

excellence C. quinquefasciatus.
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A la faveur de certaines activités anthropiques (construction et agriculture péri-urbaine), des
gites favorables aux anophéles sont créés et entretenus a la ceinture périphérique des villes
(périmetres maraichers, carriere a banco, fosses d’empreinte de briques etc) conduisant a la
persistance des populations de vecteurs souvent a des périodes séches de 1’année ou

logiquement ils devraient étre absents (Keiser et al., 2004, [article 3]).

4.2.2. La lutte contre les stades adultes et les méthodes de protection

Cette modalité qui intégre la nature de I’habitat et le comportement du vecteur s’applique
principalement a trois niveaux: la pulvérisation intradomiciliaire, la protection individuelle et
collective et éventuellement la lutte génétique encore a 1’état de perspective. Originellement,
la pulvérisation intradomiciliaire a été la principale méthode de lutte antipalustre par
I’utilisation des pyréthrines notamment du fait du caractére endophile des vecteurs du
paludisme (Ross, 1906; Swellengrebel et al., 1931). A I’avénement du DDT, elle fut renforcée
et pergue comme la clé de I’éradication du paludisme (OMS, 1957).

Avec ’apparition de la résistance des vecteurs a cet insecticide rapportée tres tot en Grece dés
1951 (Livadas & Georgiopoulos, 1955) et suite a I’échec des campagnes pilotes menées dans
différentes régions ouest-africaines (Cavali¢ & Mouchet, 1961), la pulvérisation
intradomiciliaire fut progressivement délaissée dans la lutte contre les vecteurs du paludisme
en Afrique subsaharienne.

Seuls quelques pays en Afrique de I’Est et Australe (Mabaso et al., 2004) maintiennent cette
pratique en prévention et en controle notamment dans les régions a faciés de paludisme
instable dit ¢épidémique. La pulvérisation intradomiciliaire utilise désormais les
organophosphorés et les pyréthrinoides du fait de la résistance au DDT et surtout de son

interdiction sous la pression des environnementalistes.
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On note toutefois que 1’usage du DDT est encore accepté par I’OMS pour les traitements
domiciliaires dans certains contextes, comme a Madagascar pour juguler 1’épidémie de 1988
(Mouchet et al., 1997) ou de nos jours en Afrique du Sud pour lutter contre An. funestus
devenu résistant aux pyréthrinoides.

Apres une longue période de silence a I’exception des quelques cas que nous venons de citer,
une nouvelle stratégie combinant I’effet d’une molécule d’insecticide (en 1’occurrence un
pyréthrinoide) a la barriére physique de la moustiquaire a vu le jour. Ces moustiquaires
imprégnées d’insecticides (MII) dont les premiers essais ont été réalisés au Burkina Faso
(Darriet et al., 1984; Carnevale et al., 1988a; Darriet, 1991) ont connu un grand intérét dés
1990. D’autres études ultérieures menées a grande échelle ont exalté I’importance de cet outil
dans la réduction de la morbidité et de la mortalité palustres (Alonso et al., 1991;
d’Alessandro et al., 1995; Binka et al., 1996, Nevill et al., 1996).

Les MII diminuent le contact homme-vecteur en repoussant ou en tuant les moustiques qui
tentent d’atteindre leur appat qu’est le dormeur (Snow et al., 1988; Robert & Carnevale,
1991; Karch et al., 1993). Elles ont également un effet délétére sur la survie et la fécondité
des vecteurs anthropophiles. Elles sont d’autant plus efficaces que la plupart des vecteurs du
paludisme ont un comportement nocturne et endophile.

Cependant leur utilisation dans la tranche d’age de 0-5 ans souleva un certain scepticisme
chez certains paludologues qui considéraient que la diminution du nombre de piqires retardait
I’acquisition de la prémunition antipalustre chez les enfants de moins de 5 ans, et cela devait
théoriquement se traduire par un rebond des acces plus séveres et un décalage de la mortalité
vers les tranches d’ages plus élevées (Snow & Marsk, 1995; Trape & Rogier., 1996; Merzger

et al., 1998; Snow, 2000; Askjaer et al., 2001).
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Cette hypotheése semble de nos jours moins pertinente car des études récentes ont montré une
réduction de la morbidité et de la mortalité palustre chez des enfants de 15 ans qui ont eu une
protection sous moustiquaires imprégnées dés leur plus jeune age (Eisele et al., 2005). Plus de
80 essais réalisés de par le monde ont confirmé que les MII réduisaient sur le long terme et de
manicre substantielle le paludisme maladie, et ce quelles que soient I'intensit¢ de la
transmission, sa répartition dans le temps et I’espéce plasmodiale impliquée (Lengeler, 2004).
Elles assurent en réalité¢ deux niveaux de protection: i) a 1'échelle de 1'individu, elles protégent
ceux qui les utilisent en repoussant les moustiques ou en les empéchant de piquer (protection
individuelle), ii) a 1'échelle d'une communauté, elles réduisent les densités de vecteurs et la
transmission du paludisme (protection collective), a condition d'avoir un bonne couverture (au
moins 80%), un insecticide efficace et que les moustiques locaux soient sensibles.

Dans tous les cas, utilis¢ a I’échelle individuelle ou collective, cette stratégie procure une
certaine sécurité sanitaire en réduisant non seulement la transmission du paludisme mais en
protégeant aussi contre d’autres vecteurs de maladies et contre la nuisance.

Les MII présentent plusieurs avantages. Utilisant une faible quantité d’insecticide, elles sont
sélectives pour les seuls insectes anthropophiles. L’insecticide utilisé doit présenter un effet
1étal rapide («knock downy) et une longue rémanence. C’est ainsi que la perméthrine et la
deltaméthrine sont les plus utilisées. Les moustiquaires sont imprégnées soit par trempage ou
par pulvérisation et restent efficaces pendant au moins six mois sans lavage. Aprés cette
période, il est nécessaire de procéder a une ré-imprégnation. Il est admis que le lavage élimine
une bonne partie de I’insecticide (Snow et al., 1987). De méme la nature du tissu est trés
déterminante pour I’efficacité et la rémanence de la moustiquaire imprégnée; les fibres
synthétiques comme le nylon procurent une meilleure mortalité sur les moustiques que les
fibres naturelles comme le coton car celles-ci fixent plus I’insecticide et I’exposent mieux a

I’insecte (Hossain et al., 1986).
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Dans sa phase de vulgarisation a large échelle, 1’utilisation des moustiquaires imprégnées (le
plus souvent par trempage) connut de sérieuses difficultés liées a la ré-imprégnation (Lines,
1996). Les quelques centres d’imprégnation assurant cette tiche sont le plus souvent €loignés
des utilisateurs. A ceci s’ajoute le colit de la ré-imprégnation qui n’est pas souvent a la portée
des ménages a I’exception de ceux habitant les centres urbains pour qui 1’utilisation de ces
MII est plus destinée a lutter contre la nuisance culicidienne.

Pour résoudre ces probléemes liés a la re-imprégnation, des moustiquaires de seconde
génération ont vu le jour: les moustiquaires imprégnées a longue durée d’action ou Long
Lasting Impregnated Nets (LLINs) des anglo-saxons. Il s’agit de moustiquaires pré-
imprégnées a 1’usine dont 1’efficacité est théoriquement prévue pour couvrir toute la durée de
vie de la moustiquaire: deux a trois ans si elles sont en polyester, quatre a six ans si elles sont
en polyéthyléne. De plus, leur efficacité persiste lors des lavages (Graham et al., 2005;
Gimnig et al., 2005). Une étude récente souligne toutefois que les LLINs souffrent dans les
conditions réelles d’utilisation du terrain de dommages importants pouvant altérer leur
efficacité sur le long terme au-dela de trois années (Smith et al., 2007).

De nos jours, trois LLINs sont homologuées par I’OMS et vulgarisées dans les zones
endémiques: Olyset® imprégnée a la perméthrine, Permanet® a la deltaméthrine et
Interceptor® a [D’alphacyperméthrine. De toutes, seule Olyset® a des spécifications
définitives. L’efficacité de Olyset et de Permanet a ¢été testée en en conditions réelles
d’utilisation par la population (phase III) ou elles réduisent a plus de 95% le taux
d’inoculation entomologique (Doannio et al., 1999) avec une baisse significative de la

prévalence parasitologique (Henry et al., 1999).
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Les campagnes de distribution massive de LLINs récemment réalisées dans plusieurs pays
africains ont permis d’obtenir en peu de temps une couverture ¢levée confirmant les résultats
obtenus en phase III avec les moustiquaires imprégnées classique a savoir des réductions
importantes de la morbidité (de I’ordre de 50%) et de la mortalité générale infanto-juvénile de

I’ordre de 20% (Eisele et al., 2005).

4.3. Les M, outil des grandes initiatives contre le paludisme

Malgré le fardeau énorme que constitue le paludisme et en I’absence d’un vaccin viable, peu
de moyens sont disponibles pour lutter contre cette maladie. Les politiques actuelles sont
basées sur le dépistage précoce et le traitement rapide et adapté des cas mais aussi sur la
prévention basée essentiellement sur la réduction du contact homme vecteur par I'utilisation
des MIIL. C’est surtout la population a risque que constituent les femmes enceintes et les
enfants de 0-5 ans qui est la cible de cette prévention.

Par I’initiative «Faire Reculer le Paludisme» ou en anglais «Roll Back Malaria» les chefs
d’états africains réunis a la conférence d’ Abusha au Nigeria en 2000 ont pris la résolution de
fournir les MII et les traitements intermittents d’antipaludiques a la population cible a hauteur
de 60 % au délai de I’an 2005. D’autres initiatives sont aussi développées par des structures
comme African Malaria Network (AMANET) pour mieux vulgariser les stratégies de lutte
contre le paludisme. Malheureusement des enquétes récentes indiquent que seulement 2% des
enfants africains dorment sous MII (OMS, 2003).

Les raisons de cette faible couverture ne sont pas encore totalement élucidées et résideraient
entre autres dans la non accessibilité des MII aux populations cibles du fait de leur coft ¢levé.
Il est important a noter qu’a ce sujet, sept années apres la conférence d’Abuja, 24 des 39 pays
signataires n’ont toujours pas supprim¢é les taxes imposées sur les MII malgré les

engagements pris dans cette optique (Alilio et al., 2007).
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La distribution gratuite des MII a grande échelle ne résoudrait pas non plus tout et des
stratégies diverses et complémentaires doivent €tre mises en place pour arriver a une
couverture optimale des populations cibles en 1’occurrence les femmes enceintes et les
nouveaux nés (Worrall et al., 2005; Grabowsky et al., 2007; Lengeler et al., 2007). En outre,
certains aspects socioculturels de I’acceptabilité et des pratiques d’utilisation réelle de ces MII
par les ménages surtout en zones rurales limiteraient I’utilisation effective de cet outil par la
population méme en cas de distribution gratuite. Les dimensions et les formes de ces MII ne
seraient pas adaptées aux espaces fonctionnels des unités de couchage et aux réalités des
grands ménages africains. Tous ces ¢léments font I’objet de recherche en socio-anthropologie
(Aikins et al., 1994; Van Bortel et al., 1996; Binka et al., 1997; Alai et al., 2003; Adongo et
al., 2005; Macintyre et al., 2006; De La Cruz et al., 2006; Baume & Marin, 2007). Toutefois,
I’apparition de la résistance des vecteurs aux pyréthrinoides pourrait constituer un facteur
limitant a ’utilisation a long terme des MII notamment dans un contexte ou aucune nouvelle
famille d’insecticide n’a été homologuée en Santé Publique au cours des deux derniéres

décennies (Guillet & Zaim, 2002).

4.4. Les insecticides utilisés

A Torigine, développés a des fins agricoles, la plupart des insecticides, notamment les
pyréthrinoides, ont été testés avec succes et introduits en santé¢ publique (Dong, 1986). Ces

insecticides sont principalement groupés en quatre grandes familles chimiques.

4.4.1. Les organochlores

Ces insecticides sont issus de I’industrie du chlore. Les organochlorés sont subdivisés en trois
sous-groupe au regard de leur structure chimique et de leur mode d’action: le DDT et ses
analogues, le lindane et les cyclodiénes. Ils tuent généralement par contact mais peuvent aussi

agir par absorption et dans de rares cas utilisés comme des fumigants.

La résistance des vecteurs aux insecticides 99



Le DDT agit a la fois sur le systtme nerveux périphérique et central en modifiant les
caractéristiques pharmacologiques et ¢lectrophysiologiques des protéines des canaux sodium
voltage-dépendant (CNaVdp). De par son mode d’action, il exerce sur les insectes un effet

rapide appel¢ effet «knock downy (effet KD) réversibles aux doses subléthales.

Le lindane et les cyclodiénes agissent sur le systéme nerveux central en inhibant les canaux
chlorures, récepteurs de 1’acide gamma aminobutyrique (GABA) qui joue un rdle de

neuromédiateur inhibiteur.

Le DDT et la dieldrine ont été¢ longtemps utilisés dans les années 50-60 dans les grands
programmes d’éradication du paludisme mais abandonnés une décennie plus tard a cause de
leur toxicité pour la faune non-cible, leur rémanence dans 1’environnement, en particulier
pour le DDT qui s’accumule dans les chaines trophiques, et aussi I’apparition de la résistance

des insectes cibles.

4.4.2. Les organophosphoreés (OP)

Ces insecticides dérivés de I’acide phosphorique, peuvent étre classés en deux sous-groupes:
(1) les exothérapiques tel le malathion, qui pénétrent directement dans I’organisme des
insectes par des voies diverses et (ii) les endothérapiques ou systémiques qui sont souvent
combinés a la séve des végétaux les rendant toxiques pour les ravageurs qui les consomment.
C’est la forme oxydée de ces insecticides qui se fixe sur I’acétylcholinestérase. Cette enzyme
dégrade l'acétylcholine, qui agit comme neuromédiateur des synapses cholinergiques,
localisées dans le systéme nerveux central chez les insectes. La fixation des OP sur
I’acétylcholinestérase entraine 1’accumulation d’acétylcholine dans la jonction synaptique.
Lorsque sa concentration devient trop forte, les récepteurs de 1’acétylcholine se bloquent en

position ouverte, entrainant la paralysie puis la mort de 1’insecte.
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Moins toxiques que les organochlorés, ils les ont progressivement remplacés dans les années

50 et sont toujours assez largement utilisés.

4.4.3. Les carbamates (CM)

Les carbamates sont des dérivés synthétiques de I’ésérine et a 1’instar des organophosphorés,
ils sont inhibiteurs de ’acétylcholinestérase. A I’inverse des organophosphorés, ils sont des
inhibiteurs agissant directement sans oxydation préalable. Ces molécules sont moins utilisées
en santé publique a cause de leur colt et leur toxicité souvent plus élevée vis-a-vis des

mammiferes.

4.4.4. Les pyréthrinoides

Les pyréthrinoides sont des dérivés synthétiques des pyréthrines, insecticides naturels extraits
des fleurs du chrysanthéme, Chrysanthemum cinerariaefolium. L’identification des
pyréthrines naturelles a permis de synthétiser des composés plus stables a effet insecticide et a
rémanence plus marquée. Ces insecticides sont classés en deux groupes selon qu’ils possédent
un radical cyano en position o de la liaison ester (groupe II avec la deltaméthrine, la
lambdacyhalothrine, I’alphacyperméthrine, I’etofenprox, la bifenthrine, la cyfluthrine) ou non

(groupe I dont la perméthrine).

Les pyréthrinoides ont un large spectre d’action et agissent contre tous les stades de
développement des insectes. A DI'instar du DDT, ces molécules agissent sur le systéme
nerveux central et périphérique en modifiant les caractéristiques électrophysiologiques des
protéines des canaux sodium voltage-dépendant (CNaVdp). Ces canaux, une fois activés
(c'est-a-dire en position ouverte), entrainent un flux d’ions sodium du milieu extracellulaire

vers le milieu intracellulaire générant un potentiel d’action.
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Cette dépolarisation de la membrane cellulaire qui ne dure que quelques secondes provoque
I’activation des CNaVdp situés a proximité et par progression engendre une vague de
dépolarisation assurant la propagation de I’influx nerveux (Chapman, 1969). Comme pour le
DDT, les pyréthrinoides exercent sur les insectes un effet rapide parfois réversible aux doses
subléthales appelé effet «knock down» (effet KD). Ils possédent également des propriétés

excito-répulsives et sont peu toxiques pour les mammiféres aux doses opérationnelles.

Grace a ces nombreuses qualités, les pyréthrinoides sont actuellement les seuls insecticides
homologuées en santé publique pour l'imprégnation des moustiquaires ou autres matériaux
destinés a lutter contre les vecteurs piquant 'homme la nuit, notamment ceux du paludisme.
La perméthrine et la deltaméthrine sont les plus couramment utilisées dans I’imprégnation des

moustiquaires, notamment celles dites a longue durée d’action.

4.4.5. Autres insecticides
Les regulateurs de croissance (IGR ou Insect Growth Regulator)

Ce sont des analogues d'hormones de croissance des insectes. Les juvénoides (méthopréne,
pyriproxyfen) inhibent la nymphose alors que les ecdysoides (diflubenzuron) inhibent la
synthése de la chitine au moment de la mue (Dhadialla et al., 1998). Mais leur utilisation

opérationnelle dans la lutte antivectorielle reste négligeable.

Les bio-larvicides
Deux bactéries entomopathogeénes sont utilisées comme larvicides contre les larves de
diptéres : B. thuringiensis israelensis et B. sphaericus. Ces deux bactéries produisent des
toxines qui agissent par ingestion et exercent entre autres, une action cytotoxique sur les

cellules du tube digestif des larves de dipteres.
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En dehors de quelques essais expérimentaux qui ont donné des résultats intéressants (Sinegre
et al., 1993; Baldet, 1995), leur utilisation en conditions opérationnelles a grande échelle

demeure difficile.
Les Répulsifs

Certains répulsifs sont aussi utilisés en 1’occurrence le N, N-diéthyl-3-methylbenzamide
connu sous le nom de DEET, soit directement en application cutanée contre les piqares de
moustiques (Costantini et al., 2004), soit en combinaison avec des pyréthrinoides sur des
moustiquaires dont ils renforcent 1’efficacité. Ce dernier aspect combinant répulsif et
pyréthrinoides fait 1’objet de recherche poussée en phase Il dans les cases expérimentales au

Burkina Faso par I’'IRSS/Centre Muraz en collaboration avec I’IRD.

4.5. Les mécanismes de résistance des vecteurs aux insecticides

La résistance est définie par ’OMS comme «la facult¢ chez une souche d’un organisme
donné a tolérer les doses d’un produit toxique qui tue la majorit¢ des individus d’une
population normale de la méme espéce». Plusieurs mécanismes peuvent conférer la résistance

aux insecticides mais peuvent étre classés en trois (3) catégories.

4.5.1. La résistance métabolique

Ce type de résistance correspond a un accroissement des processus de dégradation qui
interviennent dans le métabolisme normal des insecticides. Cette résistance est le résultat soit
d’une modification de la structure de I’enzyme, ce qui accroit ses capacités catalytiques
(mutations ponctuelles), soit une augmentation de la quantit¢ d’enzyme produite
(surproduction). Elles dégradent les insecticides en molécules moins ou non toxiques pour

I’insecte.
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Trois classes d'enzymes interviennent dans la résistance métabolique aux insecticides

chimiques :

- les estérases qui sont impliqués dans la résistance aux organophosphorés et a degré
moindre dans la résistance aux pyréthrinoides. Elles cassent les liaisons esters des

insecticides.

- les oxydases sont des enzymes regroupant plusieurs familles de génes intervenant
toutes dans des réactions d'oxydation. Elles sont principalement impliquées dans la résistance
aux pyréthrinoides et dans une moindre mesure, aux autres insecticides. Leur implication en
tant que mécanisme de résistance est encore mal connue mais ils donneraient lieu a des

produits plus solubles dans 1’eau pouvant étre facilement excrétés.

- les glutathions S-transférases (GST) sont des enzymes qui conjuguent les insecticides
avec la forme réduite du glutathion pour former des composés moins toxiques pour I’insecte.
L'enzyme la plus importante de ce groupe, la DDT-ase, intervient spécifiquement dans la
dégradation du DDT. Chez An. gambiae s.s., sept GST différentes ont été identifiées, la
résistance au DDT étant associée a des changements quantitatifs et qualitatifs de certaines de

ces enzymes (Prapanthadara et al., 1995).

4.5.2. La résistance par modification de la cible

Ces modifications ont été observées au niveau des récepteurs ou des enzymes du systéme
nerveux. De telles résistances sont dues a une baisse d’affinité du site d’action vis-a-vis de
I’insecticide. En général les sites d’action chez I’insecte sont 1’acétylcholinestérase, les

récepteurs de 1’acide gamma-aminobutyrique (GABA) et le canal sodium voltage-dépendant.
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Les mutations au niveau de la cible sont des mécanismes de résistance treés efficaces qui
s’accompagnent souvent de phénomenes de résistance croisée a tous les insecticides agissant

sur la méme cible. Parmi ces mutations on peut citer :
L’acétylcholinestérase (AChE)

L’acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme qui met fin a la transmission synaptique en
catalysant 1’hydrolyse du neurotransmetteur, 1’acétylcholine. Les organophosphorés et les
carbamates inactivent cette enzyme par phosphorylation de la sérine au niveau du site actif.
L’accumulation de I’acétylcholine dans la jonction intersynaptique entraine 1’arrét de la
transmission des impulsions nerveuses et la mort de l’insecte. L’AChE des individus
résistants est moins sensible a 1’action inhibitrice de ces insecticides que celle des individus
sensibles (Hama, 1983 ; Oppenoorth, 1985 ; Soderlund & Bloomquist., 1990 ; Mutero et al.,

1994).

Des études ont montré en utilisant la séquence du génome d’An. gambiae, I’existence de deux
genes ace.l et ace.2 codant pour deux AChE distincts dont les fonctions différent selon les
especes. Ainsi apres clonage, il s’est avéré que la mutation ace.l est la cible des insecticides
organophosphorés et carbamates chez An. gambiae s.1. (Weill et al., 2003, 2004). La mutation
ace.l impliquée dans ces résistances résulte d’un remplacement de la glycine par la sérine au

niveau du segment 119 du géne codant pour ’acétylcholinestérase (mutation G119S).

Le canal sodium dépendant (CNaVdp) et les mutations kdr

Les canaux sodium voltage dépendant (CNaVdp) interviennent dans la transmission de
I’influx le long des axones. Ces canaux une fois activés (position ouverte) entrainent un flux
d’ions sodium du milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire, générant un potentiel

d’action.
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Cette dépolarisation provoque ’activation des CNaVdp situés a proximité et se propage de
proche en proche engendrant une vague de dépolarisation qui assure la transmission de
I’influx nerveux (Chapman, 1969). Les pyréthrinoides et le DDT agissent en modifiant la
cinétique d’inactivation des CNaVdp qui est elle-méme une protéine transmembranaire

composée de 1 800 acides aminés.

L’exposition d’une souche sensible d’insectes au DDT ou a un pyréthrinoide entraine une
paralysie trés rapide ou effet knock down. Ces insecticides agissent au niveau des CNaVdp de
la membrane nerveuse en perturbant le fonctionnement normal des canaux et la transmission
de I’influx le long des fibres nerveuses. Cependant une mutation ponctuelle résultant du
remplacement de la Leucine par la Phénylalanine au niveau du sixiéme segment du domaine
II du géne codant pour le CNaVdp confére la résistance (mutation kdr Leu-Phe) aux
pyréthrinoides et au DDT en Afrique de 1’Ouest (Dong, 1986). En Afrique de I’Est c’est
plutét le remplacement de la Leucine par la Serine au niveau des mémes séquences qui
confére la résistance a ces insecticides (mutation kdr Leu-Ser). Cette mutation conduirait a

une résistance moins marquée que celle de 1’ Afrique de 1’Ouest (Ranson et al., 2000).

4.5.3. Les mécanismes secondaires de la résistance

Il s’agit de mécanismes peu connus dont I’efficacité est relativement moindre, comme la
pénétration réduite de I’insecticide a travers la cuticule de I’insecte et les comportements

d’évitement.

Ces mécanismes interviennent souvent en synergie avec les mécanismes précédents,
métaboliques et modifications de cible, qui demeurent en pratique les principaux mécanismes

conférant des résistances aux insecticides.
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4.6. La résistance des vecteurs du paludisme aux insecticides en Afrique

Dans ce paragraphe nous n’aborderons que la résistance des vecteurs aux pyréthrinoides et
aux CM et OP du fait de 'importance de ces trois classes d’insecticides dans la lutte contre
les vecteurs du paludisme. Les pyréthrinoides sont en fait les insecticides de référence dans la
lutte contre les vecteurs du paludisme utilisés a la fois pour I'imprégnation des moustiquaires
et en pulvérisations intradomiciliaires tandis que les CM et les OP sont aussi préconisés en
pulvérisation intradomiciliaire mais surtout pourraient constituer une alternative pour
I’imprégnation des MII dans les régions ou la résistance des vecteurs du paludisme aux

pyréthrinoides compromet leur efficacité.

4.6.1. La résistance aux pyréthrinoides
En Afrique de I’Ouest

La résistance des vecteurs du paludisme aux insecticides a été détectée tres tot en Afrique
avec l’apparition de la résistance des anophéles a la dieldrine au Nigéria en 1954 puis
quelques années plus tard au Burkina Faso et en Cote d’Ivoire (Armstrong et al., 1958 ;
Adams et al., 1958 ; Hamon & Garrett-Jones, 1963 ; Hamon et al., 1963 ; Hamon et al.,
1968a) mais aussi dans la plupart des sites pilotes sélectionnés pour évaluer le programme
d’éradication du vecteur. Par contre, la résistance d'An. gambiae s.s. au DDT a été plus lente a
apparaitre et surtout beaucoup plus localisée. En fait, I’apparition de la résistance au DDT a
coincidé avec son introduction massive dans la protection du cotonnier. Le premier cas a été
détecté en 1967 a Bobo-Dioulasso, soit sept ans aprés l'arrét complet des traitements
insecticides en santé publique (Hamon et al., 1968b). Par la suite la résistance au DDT a été
décelée en Cote d'Ivoire, au Nigeria, au Mali au Sénégal, au Soudan, en Tanzanie, en Ethiopie

et au Swaziland (Coz et al., 1968; Touré, 1982; 1984; OMS, 1992).
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Le changement de stratégies, suite a I’abandon du concept de 1’éradication du vecteur surtout
a base du DDT, a conduit a I’adoption des pyréthrinoides en remplacement du DDT. Ils furent
alors utilisés comme nous I’avons évoqué plus haut dans I’imprégnation des moustiquaires
mais aussi en pulvérisations intradomiciliaires.

Le premier cas de résistance des anoph¢les aux pyréthrinoides fut détecté a Bouaké en Cote
d’Ivoire dans les populations d’An. gambiae s.s. par Elissa et al. (1993). Elle a été associée a
I’utilisation intensive du DDT dans les années 60 et plus tard des pyréthrinoides a partir des
années 70 dans la protection des végétaux particulieérement dans les zones cotonniéres. Le
gene kdr Leu-Phe a été mis en évidence comme principal mécanisme impliqué dans cette
résistance. Avec la mise au point d’un test diagnostic moléculaire (Martinez-Torres et al.,
1998), la détection de cette mutation kdr a été rendue facile et pratique.

Plusieurs études ont été alors entreprises sur la distribution géographique et la fréquence de
cette mutation un peu partout en Afrique (figures 20 et 21).

Ainsi il a été montré que la mutation kdr Leu-Phe est plus inféodée en Afrique de 1’Ouest ou
elle a été rapportée s’étendant du Sénégal au Nigéria (Chandre et al., 1999a&b; Akogbeto &
Yacoubou, 1999; Diabaté et al., 2002; Awolola et al., 2005; Yawson et al., 2005; Tripet et al.,
2007; Ketoh et al., 2008). Dans cet espace géographique, elle a été observée a fréquence
¢levée le plus souvent au-dela de 80% notamment dans la forme moléculaire S sauf en
Guinée-Bissau ou sa fréquence globale reste encore trés faible [article 4]. Il est intéressant de
noter ici que la faible fréquence au sein de la forme S en Guinée-Bissau est probablement liée
a la faible utilisation passée et actuelle d’insecticides dans le domaine agricole et en Santé
Publique dans ce pays.

Cette association de la mutation kdr a la forme moléculaire S a été utilisée comme marqueur
génétique entre les deux formes moléculaires M et S d’An. gambiae s.s. (della Torre et al.,

2001; Diabaté et al., 2003b; Fanello et al., 2003; Awolola et al., 2005).
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En effet, dans la forme moléculaire M, elle n’a ét¢ observée dans un premier temps que chez
les populations du littoral Ouest africain au Bénin (Fanello et al., 2000), au Togo (Ketoh et
al., 2008) en Céte d’Ivoire (Chandre et al., com. pers.), en Guinée Bissau [article 4] devenant
beaucoup plus rare au sein de cette méme forme dans les savanes a I’intérieur du continent
(Diabaté et al., 2002; Diabaté et al., 2003b; Yawson et al., 2005, Tripet et al., 2007).

Mais trés récemment, nous avons rapporté une nette augmentation de la fréquence kdr dans la
forme moléculaire M atteignant plus de 60% dans les zones cotonniéres du Sud-Ouest du
Burkina Faso alors que sa fréquence initiale était en 2000 a peine de 2% dans un seul site
(VK7) a I’interface de périmétres irriguées rizicoles et de la périphérie cotonniére [articles 2
et 6].

Le passage de ce géne de la forme S vers la forme moléculaire M a été attribué au phénomeéne
d’introgression (Weill et al., 2000; [article 2]). Mais les inversions chromosomiques
pourraient aussi jouer un role important non encore bien ¢lucidé (Tripet et al., 2007). En effet
sur le littoral du Bénin le géne kdr a été trouvé en forte fréquence dans la forme moléculaire
M correspondant a la forme chromosomique Forét portant des inversions MRb/MRbu alors
qu’en zone de savane du sud-ouest du Burkina Faso, la forme moléculaire M dans laquelle le
kdr est en pleine expansion correspond a la forme chromosomique Mopti portant des
inversions MRbu et MRbc. Cette relation entre formes chromosomiques et mutation kdr en
zones coOtieres comparées aux zones de savanes mérite d’étre investiguée plus profondément
et pourrait étre un bon sujet de recherche. Par ailleurs la mutation kdr Leu-Phe a été pendant
longtemps non observée chez An. arabiensis jusqu’en 2004 ou elle a été détectée pour la
premicre fois chez un seul spécimen dans un village cotonnier du Sud-Ouest du Burkina Faso
(Soumousso) [article 2]. Plus récemment, elle a été retrouvée a une fréquence allélique plus
¢levée (30%) dans une population d’An. arabiensis échantillonnée dans une autre localité du

Burkina Faso (Manga) [article 6] mais aussi au Sud du Togo (Ketoh et al., 2008).
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Si le passage de ce géne dans la forme moléculaire M d’An. gambiae s.s. a été attribué au
phénomene d’introgression, sa présence chez An. arabiensis relevée en 2000 au Burkina Faso
serait due a une mutation indépendante de toute relation génétique avec An. gambiae s.s.
[article 2]. Par contre, cette mutation kdr n’a pas été observée jusqu’a présent chez An.
funestus.

En dehors du geéne kdr, principal mécanisme de résistance aux pyréthrinoides, les autres
mécanismes de type biochimique (oxydases, estérases et GST) ont été fortement suspectés
dans la résistance aux pyréthrinoides en Afrique de 1’Ouest (Awolola et al., 2005). Mais des
résultats ont montré au Bénin notamment a Ladji qu’ils n’auraient qu’un réle mineur dans la
résistance aux pyréthrinoides comparés a la mutation kdr (Corbel et al., 2007).

La résistance en particulier celle de type kdr Leu-Phe a induit une baisse de sensibilité des
populations d’An. gambiae (forme M) aux MII a base de pyréthrinoides dans le Sud du Bénin
(N’Guessan et al., 20007). Cette baisse de sensibilité pourrait avoir des conséquences trés
graves au plan opérationnel si aucune alternative n’est trouvée. La solution passerait par
I’utilisation des combinaisons d’insecticides associant des pyréthrinoides a des non
pyréthrinoides (carbamates ou organophosphorés) ou a des répulsifs (DEET) dont I’efficacité

a été prouvée en phase II (Pennetier et al., 2005 ; 2007).

En Afrique centrale, de I’Est et du Sud
Si en Afrique de I’Ouest le principal mécanisme de résistance aux pyréthrinoides est comme
nous venons de le voir la mutation kdr Leu-Phe, en Afrique centrale et de I’Est, la situation
apparait plus complexe. La mutation kdr Leu-Ser (voir paragraphe 4.5.2. « La résistance par
modification de la cible ») a été dans un premier temps découverte dans des populations d’An.

gambiae s.s. résistantes a la perméthrine et au DDT a I’Ouest du Kenya (Ranson et al., 2000).
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Par la suite, ’existence de cette mutation kdr Leu-Ser a été confirmée dans la méme région
non seulement chez An. gambiae s.s. mais également chez un spécimen d’An. arabiensis
(Stump et al., 2004). Cette derniére étude a confirmé 1’absence de la mutation ouest-africaine
Leu-Phe au Kenya et 1’absence de toutes mutations kdr chez les populations d’An. gambiae
s.s. provenant des zones cotieres kenyanes.

Plus récemment, avec la mise au point de nouvelles techniques moléculaires permettant de
détecter a la fois les deux mutations kdr en une seule analyse (Lynd et al., 2005; Kulkarni et
al., 2006, Tripet et al., 2006), il a été rapporté la mise en évidence concomitante de ces deux
mutations au sein des populations d’An. gambiae s.s. a la fois en Afrique de I’Est en Ouganda
(Verhaeghen et al., 2006) ainsi qu’en Afrique Centrale au Cameroun (Etang et al., 2006;
Chouaibou et al., 2008) et au Gabon (Pinto et al., 2006).

En Afrique Centrale, sur I’lle de Bioko (Guinée Equatoriale) c’est la mutation kdr ouest
africaine Leu-Phe qui est présente chez la forme M d’An. gambiae s.s. a une fréquence
allélique ¢élevée (Reimert et al., 2005; Sharp et al., 2007) rejoignant ici la situation décrite
précédemment sur le littoral ouest-africain en Cote d’Ivoire, au Togo et au Bénin.

Plus au Sud en Angola, une étude récente a montré a priori 1’absence de la mutation kdr Leu-
Phe chez les populations d’An. gambiae s.s. échantillonnées (Cuamba et al., 2006) mais cela
demande a étre confirmé par des études plus exhaustives a I’échelle du pays alliant des tests
phénotypiques de sensibilité aux insecticides et des diagnoses génotypiques en PCR.

La mutation kdr est-africaine de type Leu-Ser a été aussi mise en évidence chez An.
arabiensis en Ouganda (Verhaeghen et al., 2006) aprés avoir été rapportée chez cette méme
espece dans 1’Ouest du Kenya (Stump et al., 2004). Par contre au Nord de la Tanzanie, dans
la région de Moshi, c’est la mutation kdr ouest-africaine de type Leu-Phe qui a été décelée sur
des spécimens d’An. arabiensis (Kulkarni et al., 2006), la mutation est-africaine étant absente

de ces mémes populations.
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Au Soudan, la mutation Leu-Phe a été rapportée chez différentes populations d’An. arabiensis
(Himeidan et al., 2007; Abdalla et al., 2008); la mutation Leu-Ser a été en outre détectée chez
cette espéce au niveau d’une localité (Himeidan et al., 2007).

La distribution géographique de la mutation kdr Leu-Ser s’arréte au Cameroun aux portes de
I’ Afrique de I’Ouest car elle n’a été trouvée ni au Nigeria voisin (Awolola, com. pers) ni au
Bénin (Akogbeto, com. pers.). Mais il n’est pas exclu que dans un avenir proche elle amorce
sa progression vers 1’Ouest du continent par une propagation de proche en proche ou a la
faveur d’un événement mutationnel indépendant et isolé (Pinto et al., 2008).

D’autres mécanismes de résistance aux pyréthrinoides notamment les oxydases ont été aussi
impliqués dans la baisse de sensibilité des populations d’An. gambiae s.s. au Kenya (Vulule et
al., 1999) ainsi que des populations d’An. arabiensis au Nord Cameroun (Etang et al., 2004;
Etang et al., 2007; Chouaibou et al., 2008) et au sud du Mozambique (Casimiro et al., 2006a).
Ces mécanismes sont aussi a la base de la résistance d’An. funestus aux pyréthrinoides en
Afrique du Sud et au sud du Mozambique (Hargreaves et al., 2000; Amenya et al., 2005;

Casimiro et al., 2006b; Amenya et al., 2008).

La résistance des vecteurs aux insecticides 112



Distribution de la mutation kdr chez Anopheles gambiae s.s.
en Afrique

¢ Presence de la mutation kdr Leu-Ser L// y

Figure 20: Distribution des mutations kdr chez An. gambiae s.s. en Afrique [cartographie
réactualisée par la revue de la littérature et par nos résultats récents, cf. articles 2, 4 & 6]

Distribution de la mutation kdr chez Anopheles arabiensis en

Afrique

Figure 21 : Distribution des mutations kdr chez An. arabiensis en Afrique [cartographie
réactualisée par la revue de la littérature et par nos résultats récents, cf. articles 2, 4 & 6]
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4.6.2. La résistance aux carbamates (CM) et aux organophosphorés (OP)

Le premier cas de résistance des vecteurs du paludisme en Afrique aux organophosphorés a
¢té mis en évidence chez An. arabiensis vis-a-vis du malathion et du phenthoate au Soudan
(Hemingway, 1983). Des baisses de sensibilité au propoxur (CM) ont été également signalées
chez An. funestus en Afrique du Sud mais probablement liées a la présence dans ces
populations d’oxydases surexprimées conférant principalement une résistance aux
pyréthrinoides (Brooke et al., 2001). Des baisses de sensibilité au propoxur (CM) et/ou au
bendiocarb (CM) ont été récemment notées chez des populations d’An. arabiensis (Casimiro
et al., 2006a) et d’An. funestus au Sud du Mozambique reliées avec des niveaux élevés en
acétylcholinestérase (AChE) révélés par des dosages biochimiques (Casimiro et al., 2006b;

Casimiro et al., 2007).

En Afrique de I’Ouest notamment en Cdte d’Ivoire, une résistance au propoxur (CM) avait été
notée chez An. gambiae s.s. a Bouaké dés 1994 (Elisa et al., 1994). Une décennie plus tard,
cette résistance a été confirmée au carbosulfan (CM) avec I’implication de I’AChE mis en
évidence par dosages biochimiques. Cette résistance a I’AChE apparait plus importante dans
la forme S que dans la forme M d’An. gambiae s.s. pour différentes populations prélevées
autour de Bouaké (N’Guessan et al., 2003).

La mise au point d’un outil moléculaire diagnostic de la mutation ace.l1 G119S principal
mécanisme impliquée dans la résistance AchE (Weill et al., 2003, 2004) facilite alors sa mise
en évidence. D¢s lors, cette résistance est retrouvée a un trés faible niveau chez une
population d’An. gambiae forme S a Parakou au Bénin (Corbel et al., 2007) et surtout a des
niveaux plus élevés sur plusieurs populations d’An. gambiae du Sud-Ouest du Burkina Faso,
notamment dans chez la forme S en milieu urbain et rural cotonnier [articles 13 et 14].

Cette mutation a été aussi détectée dans les deux formes moléculaires M et S d’An. gambiae

au Togo respectivement aux fréquences respectives de 13% et 23% (Ketoh et al., 2008).
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Dans le Sud-Ouest du Burkina Faso, la mutation ace.1l a été a la fois trouvée dans les deux
formes moléculaires M et S d’An. gambiae mais a une fréquence plus élevée chez S [articles
13 et 14]. Cette différence est peut-étre liée aux habitats naturels occupés par cette derniere
forme I’exposant plus a des pressions de sélection (usage domestique et/ou agricole des
OP/CM). Des travaux récents en collaboration avec notre équipe ont montré que le passage de
cette mutation chez la forme M s’est fait par introgression a partir de la forme S (Djogbenou,
com pers) a I’instar de ce qui a été déja décrit pour la mutation kdr Leu-Phe en Afrique de
I’Ouest. Par la suite, la mutation ace.1l a été mise en évidence chez An. arabiensis dans la
méme région du Sud-Ouest du Burkina Faso (Dabiré, com pers). Mais I’origine et la nature de
cette mutation ace.1l décrite pour la premiére fois chez cette espece restent a étre ¢lucidée.

Un séquengage de I’intron de cette mutation chez An. arabiensis pourrait nous renseigner s’il
s’agit d’une mutation indépendante comme ce fut le cas de la mutation kdr Leu-Phe chez cette
espeéce ou plutdt un passage par introgression d’une des formes moléculaire M ou S d’An.
gambiae vers cette espéce. Ceci est d’autant plus important car on pourrait étre en présence
chez cette espéce d’une mutation secondaire indépendante de celle qui confére la résistance
aux OP/CM chez An. gambiae s.1.

Des travaux récents menés au laboratoire ont montré que la mutation ace.1 G119S conférait
chez An. gambiae s.s. des niveaux de résistance trés élevés aux carbamates et un peu moins
important aux organophosphorés (Djogbenou et al., 2007). En outre, la méme étude a
souligné la capacité de cette mutation sous pression de sélection a s’étendre rapidement sur le
terrain compromettant ainsi 1I’opportunité d’utiliser ces insecticides en Santé publique en lutte
contre les vecteurs du paludisme que ce soit en aspersions intradomiciliaires ou sur les MII.
Deés lors, il apparait nécessaire d’évaluer a une plus grande échelle la présence et I’importance

de cette mutation dans les populations naturelles d’An. gambiae s.1.
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En dehors de I’Afrique de 1’Ouest, aucune mise en évidence de cette mutation ace.l
(résistance croisée OP/CM), du moins a base de cette technique de diagnostic moléculaire, n’a
¢été signalée chez les vecteurs du paludisme ailleurs sur le continent. Des bio-essais pourraient
étre réalisés dans d’autres pays africains, notamment dans les zones agricoles ayant utilisé ou
utilisant de manicre extensive les OP/CM, pour évaluer toute baisse de sensibilité a ces
insecticides. Ceci permettrait en outre de déterminer, au cas ou il y aurait des populations
phénotypiquement résistantes, si cette mutation ace.l est impliquée a 1’origine de cette
résistance. De plus, la réalisation d’essais en phase II et III dans les zones d’émergence de
I’ace.l reste déterminante pour évaluer I’impact de cette résistance sur les méthodes de lutte
contre les vecteurs du paludisme a base d’OP ou de CM, a savoir essentiellement les

pulvérisations intradomiciliaires voire aussi les MII.

4.7. La résistance des vecteurs aux insecticides au Burkina Faso (articles 2, 5, 6, 11, 13, 14)

Au Burkina Faso, la résistance des vecteurs du paludisme aux insecticides est connue depuis
les années 60 avec 1’émergence de la résistance d’An. gambiae et An. funestus a la dieldrine a
1I’Ouest du pays (Hamon et al., 1968a). Le premier cas de résistance au DDT a été détecté en
1967 a Bobo-Dioulasso, soit sept ans apres l'arrét complet des traitements insecticides en
santé publique (Hamon et al., 1968b). Par contre, son apparition a coincidé avec 1'introduction
massive d'une formulation a base de DDT et d'endrine pour la protection du coton. Avec
I’avénement des pyréthrinoides utilisés vers la fin des années 80 en priorité dans la lutte
contre les ravageurs en agriculture mais aussi dans I’imprégnation des moustiquaires en santé
publique, la résistance aux pyréthrinoides et la mutation kdr Leu-Phe ont été détectées pour la
premicére fois chez An. gambiae au Sud-Ouest du Burkina Faso par Chandre et al., 1999a puis

confirmée lors d’une investigation plus poussée réalisée en 2000 (Diabaté et al., 2002).
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La distribution de la mutation kdr Leu-Phe recoupe parfaitement la zone soudanienne,
principal bassin cotonnier du pays ou une corrélation a été établie entre sa répartition et
I’usage agricole des pyréthrinoides contre les ravageurs du coton. En effet, 1’utilisation
intensive de ces insecticides pendant la saison des pluies dans les champs de coton
constituerait la principale pression de sélection de cette résistance chez les populations locales
d’An. gambiae s.s. (Diabaté et al., 2002). Cependant aucune preuve formelle n’a été apportée
quant a la présence de résidus d’insecticides dans les gites larvaires a An. gambiae s.s.

Notre équipe a également trouvé que cette mutation kdr Leu-Phe était distribuée de fagon
prédominante dans les populations de la forme moléculaire S d’An. gambiae s.s. a des
fréquences tres ¢élevées de 1’ordre de 80% tandis qu’elle n’avait été observée qu’a une faible
fréquence dans la forme moléculaire M au niveau d’un seul site ie le site rizicole de VK7,
village situé a I’interface des périmetres rizicoles de la Vallée du Kou et de la savane
environnante (Diabaté et al., 2003b).

De méme, nous avons décelé pour la premiére fois la mutation kdr Leu-Phe chez An.
arabiensis au Sud-Ouest du Burkina Faso mais a une trés faible fréquence avec un seul
spécimen trouvé porteur de cette mutation a I’état hétérozygote dans le village cotonnier de
Soumousso (Diabaté et al., 2004a).

En dehors du Sud-Ouest du Burkina Faso, cette mutation kdr avait été aussi rencontrée a de
fréquences faibles chez An. gambiae s.s. rarement au dessus de 40% dans le plateau central et
dans la zone sahélienne indemne d’utilisation intensive d’insecticides (Diabaté et al., 2004b,
[article 2]). Les bio-essais réalisés de fagon concomitante a I’époque ont révélé que les
populations de vecteurs provenant de 26 localités disséminées dans ces trois faciés agro-
climatiques étaient résistantes a la perméthrine et au DDT dans les zones soudaniennes de

I’Ouest du pays et sensibles dans les zones soudano-sahélienne et sahélienne (Diabaté, 2003).
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Des investigations plus récentes réactualisant ces données en 2006 ont abouti a des résultats
quasi identiques pour la distribution géographique et les valeurs de la fréquence de cette
mutation dans la forme S d’An. gambiae s.s (figure 22). Par contre, ces résultats ont montré
une augmentation importante de cette mutation kdr chez la forme M a la fois en termes
d’extension géographique et de fréquence [articles 5 et 6].

En effet la prévalence de la mutation kdr dans cette forme a augmenté d’un facteur 10 et s’est
répandue dans toutes les zones soudaniennes du Sud-Ouest atteignant une fréquence de plus
de 60 % alors qu’elle n’avait été observée 6 années auparavant que dans le seul village
rizicole de VK7 (Diabaté et al., 2003b). De méme, elle a été détectée dans les populations
d’An. arabiensis pour la premié¢re fois a Manga en zone soudano-sahélienne a une fréquence
relativement ¢élevée de 30%.

L’augmentation du kdr chez la forme moléculaire M et dans une moindre mesure chez An.
arabiensis dans les savanes humides a l’intérieur du pays serait probablement liée a
I’extension de la culture du coton et 1’usage concomitant des pyréthrinoides dans les
anciennes et nouvelles régions du Burkina Faso.

En effet les surfaces emblavées sont passées de 210 000 ha en 1996 a plus de 500 000 ha en
2005 donnant une production annuelle respective de 210 000 tonnes a 580 000 tonnes de
coton graine avec en terme d’utilisation d’insecticide une valeur moyenne de 5.4 litres de
formulation/ha (Kaminski, 2007). Cette expansion de la culture cotonni¢re au cours de la
derniére décennie et I’utilisation intensive d’insecticides sur cette culture en saison des pluies,
majoritairement des pyréthrinoides mais aussi des OP et des CM, contribue a sélectionner la
résistance chez les vecteurs du paludisme au Burkina Faso. L’augmentation du kdr chez la
forme M d’An. gambiae s.s. et chez An. arabiensis est préoccupante car elle peut constituer

un obstacle dans la lutte contre An. gambiae s.1. a base de MII.
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La cartographie de la mutation ace.l G119S recoupe pratiquement celle de la mutation kdr
Leu-Phe (figure 23). En effet cette mutation a été détectée au Burkina Faso dans 14 sites sur
21 explorés. La majorité de ces sites (12 sur 14) se situent dans la zone cotonniere a 1’Ouest
du pays ou elle est présente chez An. gambiae s.s. a des fréquences relativement élevées allant
de 17 a 60%. Elle est quasi inexistante dans les localités des zones soudano-sahélienne et
sahélienne a 1’exception de Manga et de Kombissiri pour les zones soudano-sahéliennes au
centre-est du pays ou elle est détectée a une fréquence inférieure a 1% [article 13].

Si elle a été détectée au sein des deux formes moléculaires S et M d’An. gambiae s.s., elle est
significativement plus présente dans la forme S avec a la fois une distribution géographique
plus importante (des spécimens S porteurs de cette mutation ont été trouvés dans chacune des
14 localités positives) et une fréquence allélique globalement plus ¢levée (22 homozygotes
sur 289 spécimens S testés vS 3 homozygotes sur 178 spécimens M testés). A I’inverse, pour
la forme M, elle n’a été trouvée que dans des spécimens provenant de 5 de ces localités toutes
situées dans la zone cotonniére a 1’Ouest du pays [articles 13 & 14]. Nous notons cependant
que la valeur de la fréquence la plus élevée a été enregistrée dans la forme moléculaire M
atteignant 63% a Houndé.

La mutation ace.l G119S a été aussi détectée pour la premicre fois en Afrique de I’Ouest
comme nous I’avons dit précédemment a 1’état hétérozygote chez 3 spécimens d’An.
arabiensis dans la localit¢ de Diébougou située au Sud-Ouest du pays dans la zone
cotonnigre.

A Dinstar de la mutation kdr, la sélection de cette mutation au sein des populations d’An.
gambiae s.I. serait attribuée a 1’usage agricole extensif des carbamates et des
organophosphorés, notamment en troisiéme et quatrieme fenétres dans le traitement du coton
en rotation avec les pyréthrinoides depuis I’apparition en 1996 d’échecs opérationnels liés a la

seule utilisation de cette famille d’insecticide contre les ravageurs (Anonyme, 1997).

La résistance des vecteurs aux insecticides 119



Ceci est d’autant plus plausible dans un contexte d’absence d’utilisation des OP/C en santé
publique au Burkina Faso. Aucun cas de résistance n’a été signalé au Burkina Faso en ce qui
concerne l’autre vecteur majeur du paludisme, An. funestus dont les populations
échantillonnées en zone rizicole et en zone cotonniére du Sud-Ouest du pays se sont révélées
sensibles au DDT, a la perméthrine et a la deltaméthrine [article 11].

Nous notons alors qu’au Burkina Faso la résistance des vecteurs du paludisme aux
insecticides est un phénoméne dynamique avec des foyers de multi- résistance, a la fois aux
pyréthrinoides et aux OP/CM.

Ces foyers sont plus importants dans le Sud-Ouest du pays mais pourraient s’étendre aux
autres régions et pouvant enfreindre a terme 1’espoir de I'utilisation des MII ou d’autres
méthodes de lutte antivectorielle comme les pulvérisations intradomiciliaire (IRS). La
recherche doit désormais s’orienter vers une ¢évaluation de 1’efficacité des MII (ou d’autres
outils de lutte) dans ce contexte de résistance aux insecticides pour mieux évaluer son impact

en terme de Santé publique.
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Figure 22: Distribution du géne kdr Leu-Phe au sein du complexe An. gambiae et des formes moléculaires M et S d’An. gambiae s.s. suivant les
différentes régions agro-climatiques du Burkina Faso (cf. articles 2, 5 et 6)
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Figure 23: Distribution du géne ace.1 G116S au sein du complexe An. gambiae et des formes moléculaires M et S d’An. gambiae s.s. suivant les
différentes régions agro-climatiques du Burkina Faso (cf. article 13)
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4.8. Quelques perspectives de lutte

4.8.1. Les LLINs et les nouvelles combinaisons d’insecticides

L’émergence de la résistance aux insecticides, notamment aux pyréthrinoides, dans les
populations de vecteurs souléve quelques inquiétudes car, sur le plan opérationnel, cela
pourrait conduire a des échecs des programmes de lutte antivectorielle basés sur 1’utilisation
des MII. Fort heureusement jusque-la, 1’utilisation des MII en masse dans des zones de
résistance des vecteurs aux pyréthrinoides contrélée par le géne kdr Leu-Phe a montré que
celles-ci conservaient leur efficacité entomologique (Doannio et al., 1999; Darriet et al.,
2000) parasitologique et clinique avec une incidence sur la baisse de la morbidité et de la
mortalité palustre chez les enfants de moins de 5 ans (Henry et al., 2005). Toutefois, plus
récemment une baisse d’efficacité de ces MII a été récemment observée en cases
expérimentales en zone de résistance kdr sur le littoral du Bénin (N’Guessan et al., 2007a).
Afin de trouver des solutions alternatives a cette baisse d’efficacité des MII, les recherches se
sont orientées vers 1) d’autres molécules notamment certains pyréthrinoides jusque-la peu ou
pas encore testés tel la bifenthrine (Hougard et al., 2002; Chouaibou et al., 2006), ii) des
combinaisons de pyréthrinoides avec d’autres insecticides non pyréthrinoides tels les CM et
les OP (Darriet et al., 2005; Asidi et al., 2005) ou méme le DEET (Pennetier et al., 2005 ;
2007; N’Guessan et al., 2006 ; 2008). Ces combinaisons, utilisées en mosaique ou en
mélange sur les moustiquaires, induisaient un effet synergique qui pourrait améliorer
significativement 1’action des pyréthrinoides que si derniers étaient utilisés seuls (Guillet et
al., 2001, Hougard et al., 2003). Mais de telles combinaisons sont encore en expérimentation
et les résultats trés préliminaires ne peuvent étre vulgarisés en 1’état comme outil de lutte
opérationnelle. Elles pourraient ainsi se positionner comme un outil de gestion de la

résistance aux pyréthrinoides.
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En paralléle, les firmes du textile qui fabriquent les moustiquaire ont amorcé le
développement de plusieurs séries de la nouvelle génération de moustiquaires a longue durée
d’action (LLINs); I’objectif est de rendre plus disponible I’insecticide sur des fibres de
meilleure qualité et de meilleure durabilité¢ afin de mieux optimiser leur efficacité et leur
rémanence et aussi d’éviter les problémes liées a la réimprégnation.

En dehors des trois moustiquaires LLINs bien connues en I’occurrence Olyset, Permanet et
Interceptor (cf. paragraphe 4.2.2) la plupart des nouvelles LLINs sont encore en voie
d’homologation par le WHOPES (WHO Pesticides Evaluation Scheme en anglais) et ne sont

pas encore véritablement homologuées, ni vulgarisées.

Efficacité des LLINs au Burkina Faso (cf. article 15)

Nous avons testé et comparé 1’efficacité de deux moustiquaires LLINs (Olyset et Permanet)
en phase II avancée (conditions d’utilisation réelle par les populations) dans la zone rizicole
de la vallée du Kou (VK6) au Burkina Faso en 2003. Bien qu’étant dans un contexte de semi-
résistance aux pyréthrinoides a 1’époque (avec une fréquence allélique de la mutation kdr
moyennement élevée chez la population locale d’An. gambiae sl), les deux LLINs ont montré
une efficacité similaire en terme de taux de mortalité, de réduction du gorgement et d’effet
répulsif [article 15] avec des scores comparables a ceux obtenus en zone dite sensible.

L’efficacité des LLINs a long terme reste a prouver dans la mesure ou elles sont utilisées
chez des populations rurales ayant des pratiques de lavage susceptibles de détériorer la
qualité des fibres. Ce volet a déja ouvert des pistes de recherche en socio-anthropologie
couplées aux études entomologiques (Asidi et al., 2004; Graham et al., 2005, De la Cruz et
al., 2006, Smith et al., 2007). Ces recherches sur la perception et I’utilisation des moyens de
lutte contre les vecteurs du paludisme sont aussi développées par notre équipe en réseau avec

le Bénin et la Coté d’Ivoire.
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4.8.2. Les ITPS

A coté de ces outils, les baches et plastiques imprégnés de pyréthrinoides ou Insecticide
Treated Plastic Sheets en anglais (ITPS) ont été congus et testés avec succes contre les
vecteurs en application intradomiciliaire.

A la lumiére de la technologie « Long lasting » utilisée sur les MII, le concept de cet outil est
aussi d’augmenter la rémanence et la disponibilité de I’insecticide dans ces matériaux afin

d’obtenir leur efficacité sur une longue durée.

Efficacité des ITPS au Burkina Faso (cf. article 16)

Nous avons testé ces ITPS en cases expérimentales (phase II classique) dans la zone rizicole
de la Vallée du Kou en 2005 avec des résultats satisfaisants en terme de réduction du taux de
gorgement et de mortalit¢ des vecteurs dans un contexte de semi-résistance aux
pyréthrinoides [article 16]. Mais leur modalité d’utilisation en conditions réelles (phase III)
par les populations en zones endémiques comme outil de protection individuelle semble plus
complexe.

De fait, elles sembleraient plus préconisées pour les réfugiés et dans les zones a conflits,
voire dans les installations militaires (Bouma et al., 1996; Graham et al., 2004). En effet de
par leur configuration en baches ou en feuillets plastiques, seraient-ils percus par la
population comme un outil de lutte ou plutdt comme un objet décoratif encombrant les murs?
Conviendraient-ils aux formes des maisons et a I’espace fonctionnel des ménages? Face a
toutes ces questions, leur mise en application nécessite au préalable des études socio-

anthropologiques pour apprécier I’acceptabilité et 1’adhésion des populations concernées.
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[llustration 14 : Les cases expérimentales de la station expérimentales de la Vallée du Kou

(Burkina Faso).

L’efficacité des pyréthrinoides a long terme n’est pas garantie du fait de 1’apparition et la
dispersion a grande échelle du géne de résistance chez les vecteurs. Malheureusement, le
nombre d’insecticides de rechange disponibles en santé¢ publique est réduit. Pour 1’instant,
I’une des tentatives de recherche et de développement de nouveaux insecticides est conduite
par ’initiative de la Fondation Bill Gates en collaboration avec la London School of Tropical
Medicine and Hygiene.

Son objectif est de contribuer au développement de nouveaux insecticides qui se
positionneraient en avant-garde de la résistance généralisée aux pyréthrinoides. En attendant,
les stratégies alternatives basées sur la combinaison des pyréthrinoides avec des non-
pyréthrinoides (CM et OP) ou des répulsifs (DEET) donnent des résultats trés prometteurs
qui pourraient permettre de préserver I’efficacité des MII (Pennetier et al., 2005 ; 2007 ;

[article 17]).

La résistance des vecteurs aux insecticides 126



Plusieurs pays africains tels le Mozambique, 1I’Afrique du Sud, la Zambie, Madagascar et la
Swaziland ont récemment reconduit 1’utilisation du DDT en pulvérisations intradomiciliaires
dans la lutte contre les vecteurs avec des résultats apparemment trés prometteurs. En effet,
quelques deux ans aprés 1’introduction du DDT dans ces pays, le taux de transmission du
paludisme a été réduit d’au moins 75% ce qui relance le débat quant au retour du DDT dans
le contrdle des vecteurs (Rogan & Chen, 2005; Walter & Aimin, 2005).

Les arguments qui plaident pour le retour du DDT se basent sur i) son colit peu élevé donc
accessible aux pays en voie de développement et sur le fait que ii) les quantités utilisables en
pulvérisation intradomiciliaire n’entraineraient pas de conséquences environnementales
considérables (Rogan & Chen, 2005). En effet les défenseurs du retour du DDT n’envisagent
pas son utilisation a large échelle notamment en agriculture ou elle pourrait compromettre
I’exportation des produits agricoles dans les pays développés qui ont des réglementations
plus regardantes en matiere de DDT.

Sachant que la résistance aux pyréthrinoides est attribuée au passé récent du DDT (résistance
croisée DDT/pyréthrinoides), une telle pratique pourrait accélérer la généralisation de cette
résistance qui a déja amorcé une nette progression dans des zones jadis exemptes. Il serait
alors judicieux de continuer la recherche de stratégies alternatives telle que celles
mentionnées précédemment dans le souci d’une gestion durable de I’efficacité des MII.

De plus, I'utilisation du DDT en pulvérisation intradomiciliaire n’est pas sans conséquence
sur la santé des populations car il a été observé des dérivés de DDT dans le lait maternel. 11
aurait aussi des conséquences sur la santé de la reproduction en affectant la maturation des
cellules germinales aussi bien chez I’homme que la femme pouvant induire des naissances
prématurées (Longnecker et al., 2001; Hausser et al., 2003). En définitive, il serait trop

précoce de généraliser le retour du DDT en pulvérisation intradomiciliaire.
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Son utilisation devrait étre trés encadrée et se faire au cas par cas suivant le contexte de
résistance de chaque pays demandeur. Une revue récente fait le point sur les avantages et
inconvénients de 1’utilisation du DDT en pulvérisations intradomiciliaires contre les vecteurs
du paludisme en Afrique sub-saharienne (Guimaraes et al., 2007; Sadasivaiah et al., 2007).

Par ailleurs, I’implication de la lutte génétique dans la stratégie globale de lutte contre le
paludisme ouvre de nouvelles perspectives a long terme surtout avec le niveau de
connaissance actuelle sur le génome de P. falciparum et d’An. gambiae. Cette ¢ére de la
génomique moléculaire / fonctionnelle et de la protéomique offre d’énormes possibilités de
recherche qu’il va falloir transcrire en stratégies opérationnelles de lutte contre le paludisme a

moyen et a long termes.

4.8.3. La lutte génétique

L’idée de la lutte génétique contre les vecteurs est relativement ancienne (Craig, 1963) mais
son intérét récent a été relancé avec la publication du génome d’An. gambiae. Les données du
génome peuvent aider a concevoir et développer des stratégies de lutte incluant la réduction
de la longévité des moustiques infectés, leur attractivité chez I’homme et les moustiques
réfractaires au parasite du paludisme (Christophides, 2005; Speranga et al., 2007; Lambrechts
etal., 2008).

Cette derni¢re voie cherchant a rendre les populations d’anophéles incapables de transmettre
le Plasmodium (Marreli et al., 2007) et/ou de réduire la reproduction des anophéles par le
lacher de males stériles est en ce moment explorée. Les efforts sont focalisés sur les tissus du
moustique avec lesquels interagit le parasite, incluant I’intestin, les glandes salivaires, les
hématies ou sur les génes de comportement du moustique.

Des chercheurs américains ont pu créer des moustiques transgéniques (issue de 1’espece An.
stephensi, vecteur majeur du paludisme en Asie) en leur administrant une protéine nommée

SM1 empéchant I’infestation du moustique par le Plasmodium (Clarke, 2002).
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Si le transgéne parait stable pouvant passer d’une génération a une autre, le cycle du
Plasmodium n’est que seulement atténué. La lutte génétique se trouve ainsi confrontée au
défi non pas d’introduire un géne dans un organisme ou d’irradier des males afin de les
rendre stériles mais de réussir 1’interaction entre ces organismes génétiquement modifiés et
les populations naturelles pour réussir la diffusion de ces genes d’intérét dans les dites
populations (Moreira et al., 2004).

En la matiere, I’'une des approches préliminaires mais indispensables est le recrutement de
séquences stables considérées comme les batisseurs de génomes. Ils pourraient assurer la

transmission de geénes d’une génération a une autre sans subir I’influence de la sélection

naturelle et donc d’échapper a la loi de Mendel: ce sont les €léments transposables. Ces

¢léments sont définis comme des fragments d’ADN capables de se déplacer dans les génomes
et d’un site chromosomique & un autre pouvant ainsi créer des mutations et des remaniements
chromosomiques. Ils sont donc une force majeure dans la création, le maintien ou 1’évolution
génétique des populations naturelles. Avant I’introduction de moustiques génétiquement
modifiés transmettant moins le Plasmodium, il est indispensable de connaitre les flux de
geénes entre les populations naturelles, la dynamique des génes endogenes et ’interaction
probable avec les geénes transposés afin d’éviter des interactions peu évolutives. D’abord
investiguée chez la drosophile (Josse et al., 2002; Boivin et al., 2003; Ronsseray et al., 2003),
I’é¢tude de I'impact des éléments transposables sur la structure et le fonctionnement des
génomes a été récemment amorcée chez I’anophéle en ’occurrence chez An. gambiae
(Quesneville et al., 2003; Boulesteix, 2006). Ces ¢éléments transposables ont été utilisés
comme marqueurs de différenciation génétique des populations naturelles d’An. gambiae en

Afrique et particuliérement des formes moléculaires M et S.
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Les éléments transposables comme marqueurs génétiques des formes M et S d’An.

gambiae au Burkina Faso (cf. article 18)

Au Burkina Faso, nous avons mis en évidence une forte différenciation génétique entre les
deux formes moléculaires S et M a partir des profils d’insertion de trois éléments
transposables a 1’aide du systéme Transposon Display. Il s’agit des retrotransposons Aaras,
Ozymandias et du transposon Crusoe. La comparaison des profils d’insertion entre
populations de M et de S (tous transposons confondus) indique un Fst® comprise entre 0 et
0.25 pour la forme M tandis qu’elle est entre 0 et 0.21 chez la forme S suggérant une forte
différenciation génétique entre les deux formes.

D’autres éléments transposables tels les génes Medea (acronyme de Maternel Effect
Dominant Embryonic Arrest) ont été aussi isolés par des chercheurs américains. Ils ont été
isolés chez un ver de la farine Tribolium castaneum dont la particularité est d’étre transmis
obligatoirement par chaque femelle a I’ensemble de sa descendance échappant ainsi a la
ségrégation mendélienne (Chen et al., 2007). Ils pourraient favoriser la propagation du géne
de résistance au Plasmodium chez I’anophéle. Mais ces résultats restent préliminaires et sont
encore trés loin de toute utilisation pratique.

D’autres approches basées sur I’incompatibilité cytoplasmique bactérie-arthropode sont
récemment investiguées dans une perspective de lutte contre les anophéles. En effet la
bactérie endocellulaire Wolbachia trés répandue chez les arthropodes développe une
incompatibilité cytoplasmique qui se traduit par la mort précoce des embryons issus de
croisement entre males infectés et femelles non infectées. Cependant la viabilité est normale
si la femelle elle-méme est infectée ou si le male n’est pas infecté. Bien que les mécanismes
moléculaires ne soient pas encore bien €lucidés, le phénoméne peut se résumer comme si la

bactérie déposait une substance toxique dans les spermatozoides en maturation.

? Le Fst est un indice statistique pour décrire la répartition de la variabilité génétique entre et dans les populations
étudiées. Fst = 0 quand les sous populations sont en équilibre, Fst > 0 quand il y a déficit d’hétérozygotes
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Cette substance toxique pourrait étre neutralisée par un antidote contenu dans les ceufs
fécondés s’ils sont infectés au départ par la méme bactérie. Cette découverte ouvre des pistes
de recherche intéressantes quant a leur transposition éventuelle chez les anopheles vecteurs
du paludisme (Poinsot et al., 2003).

Globalement, les informations apportées par le séquengage des génomes peuvent aider a
identifier les génes et les voies impliquées dans la transmission, la pathogénicité des parasites
et leurs réponses aux médicaments mais aussi la résistance des vecteurs aux insecticides.
Cette voie de recherche est encore trés complexe et nécessite souvent une haute technicité;
elle ne peut étre envisagée que si des moyens techniques et financiers importants sont
mobilisés. Maintenant que les génomes des trois acteurs du cycle du paludisme sont
séquencés, I’ére post-génomique devrait connaitre beaucoup de progrés dans les années a
venir. Toutefois, de nombreux travaux de terrain sont encore nécessaires pour décrypter et
mieux comprendre toutes les interactions entre les populations naturelles [article 8] avant
qu’une quelconque intervention a base de moustiques transgéniques ne puisse étre réellement

opérationnelle.
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CONCLUSION

L’éradication du paludisme a été effective dans les régions tempérées grace a la mise en place
de stratégies de lutte appropriées basées sur la lutte antivectorielle alliant aménagement de
I’environnement, pulvérisations intradomiciliaires et lutte antiparasitaire. Mais la situation en
Afrigue subsaharienne est un peu plus complexe due a: i) un systéme vectoriel trés compétent
(existence de bons vecteurs et en particulier du systtme An. gambiae / Plasmodium trés
efficient), ii) insuffisance de ressources humaines et financiéres voire un manque de volonté
politique iii) et surtout de la résistance des parasites aux antipaludiques et des vecteurs aux
insecticides. Dans tous les cas I’Afrique reste un faciés de paludisme stable avec de longue
période de transmission (Mouchet et al., 1997).

En terme de transmission et de complexité vectorielle, notre étude a montré I’existence de
quatre vecteurs au Burkina Faso inégalement repartis suivant les faciés écologiques du pays
en mettant en exergue le role et la part de chaque espece dans le rythme et I’intensité de la
transmission du paludisme. Nous avons en outre réactualisé le statut de résistance des
vecteurs aux insecticides avec la distribution des principaux génes de résistance (kdr et
ace.1%) en fonction de chaque situation agro-climatique.

De la transmission du paludisme, notre étude a montré une évolution du contexte écologique
avec un regain de la transmission comparé au niveau des années 80 tant dans I’environnement
modifié par I’homme telle la plaine rizicole de la Vallée du Kou que le milieu rural naturel.
Dans le milieu rizicole de la Vallée du Kou surtout dans le village périphérique de VK7, notre
étude a mis en évidence une modification dans la composition des vecteurs du paludisme avec
I’accroissement de la forme moléculaire S d’An. gambiae au dépend de la forme moléculaire
M, la seule rapportée jadis dans tous les villages rizicoles de la Vallée du Kou. Ceci modifie
le schéma de la transmission du paludisme assuré jusque au début des années 2000

essentiellement par la seule forme moléculaire M.
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Il faudrait alors prendre en compte dans I’avenir cette nouvelle situation surtout en terme de
lutte antivectorielle tenant compte du fait que les principaux génes de résistance (kdr et
ace.1%) sont plus prévalents chez la forme moléculaire S.

Dans le milieu rural naturel a Lena et a Soumousso ou la transmission du paludisme dans les
années 80 était assurée principalement par An. gambiae s.s., notre étude a dégageé clairement
le réle prépondérant d’An. funestus qui joue le rble de premier vecteur a Léna et qui prend
fortement le relais d’An. gambiae s.s. en fin de la saison des pluies a Soumousso. Ce schéma
est dd a I’installation précoce et a I’augmentation des densités de cette espéce favorisée par
des aménagements locaux du milieu avec la prolifération de gites appropriés. Par contre cette
modification sensible du milieu a éliminé An. nili dans ces zones. De fait, cette espece
vectrice n’est plus que cantonnée dans I’extréme sud-ouest du pays ou I’environnement est
resté peu modifié par I’homme. Le milieu urbain n’est pas non plus resté exempt de
modification de la transmission palustre a travers le développement anarchique des quartiers
périphériques favorables aux vecteurs auquel il faut ajouter certaines activités anthropiques
péri-urbaines tels que le maraichage et la confection des briques qui créent des gites faconnant
un nouvel environnement propice aux vecteurs. Ceci devrait se ressentir sur le niveau de
transmission du paludisme urbain qui, si on n’y prend garde, pourrait devenir un grave
probléme de santé publique.

L’une des raisons plausibles de I’augmentation du niveau de la transmission du paludisme
pourrait étre le réservoir de parasites résistants aux antipaludiques qui circulent dans les
populations humaines. La conséquence de cette chloroquinorésistance a été le changement de
politique médicamenteuse avec le remplacement de la chloroquine par les ACT comme
médicament de premiere intention. Mais ces ACT en I’occurrence le Coartem sont
difficilement accessibles par la population rurale a cause d’une part, de leur colt élevé et

d’autre part de leur non disponibilité dans le systeme de santé actuel.
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En attendant la mise au point d’un vaccin fiable, les Etats et les firmes devraient s’impliquer a
réduire le colt de ces ACT pour I’ensemble de la population démunie car ceci pourrait aussi
limiter le probleme d’automédication qui dévie les patients vers d’autres molécules non-
conformes.

La résistance des vecteurs aux insecticides connue au Burkina Faso vers la fin des années 60
avec la résistance des vecteurs aux organochlorés demeure toujours le facteur préoccupant de
la réussite des programmes de lutte antivectorielle. En effet cité en partie comme I’une des
raisons ayant conduit a I’échec du programme d’éradication totale des vecteurs dans les
années 50, le probléme de la résistance des vecteurs était censé en partie étre réglé avec
I’adoption des MII imprégneées de pyréthrinoides en remplacement du DDT en pulvérisations
intradomiciliaires.

L’avenement des MIlI comme outil de protection individuelle et communautaire promu pour
étre vulgarisé a grande échelle surtout dans la population cible des enfants de 0-5 ans et des
femmes enceintes, a suscité beaucoup d’espoir. En effet I’utilisation de cet outil en masse
dans certaines zones endémiques a réduit de fagon notoire la mortalité et la morbidité liées au
paludisme. Mais il s’est posé une série de probléemes liés d’une part a sa ré-imprégnation, et
d’autre part a son acceptabilité et son utilisation effective par les populations. L’introduction
des MII avec la technologie Long lasting (LLINS) qui garantit leur efficacité sur toute la durée
de vie de la moustiquaire (3-5 ans) a résorbé quelque peu le probléme de la ré-imprégnation.
Mais si la qualité et la rémanence de I’insecticide sur les MII ont été améliorées, leur
efficacité a long terme demeure une question préoccupante surtout dans les zones de
résistance des vecteurs aux insecticides. Notre étude a montré qu’au Burkina Faso, le niveau
de résistance actuel des vecteurs aux insecticides a significativement augmenté comparé a
celui des années 2000 avec des foyers de multi résistance aux pyréthrinoides et aux OP/ CM

et une extension geographique dans des zones jadis exemptes de résistance.
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Les facteurs qui favorisent la propagation de la résistance sont liés a la fois a la bio-écologie
du vecteur, du mécanisme de résistance impliqué et surtout de la pression de sélection exercée
sur les vecteurs. Ainsi le réle de I’utilisation agricole des insecticides dans la sélection de
cette résistance avait déja été mis en évidence par les travaux de notre équipe en 2000.

Nos récents travaux confortent cette hypothése en relevant I’accroissement de la résistance
aux pyréthrinoides et aux OP/CM dans les nouvelles zones cotonniéres emblavées vers la fin
des années 90 tandis qu’elle reste a des fréquences trés faibles dans les zones vivrieres
utilisant peu ou pas d’insecticides.

Détecté au départ dans les zones cotonnieres de 1’Ouest au sein des populations de la forme
moléculaire S d’An. gambiae a des fréquences se situant a 90%, la mutation kdr Leu-Phe
principal mécanisme de résistance aux pyréthrinoides en Afrique de I’Ouest est actuellement
quasi fixée dans cette forme et amorce son expansion dans la forme moléculaire M ou elle
n’avait été détectée qu’a une fréquence de 2% dans une seule localité en 2000. Elle est
actuellement aussi détectée dans les populations d’An. arabiensis dans une aire géographique
hors de la zone cotonniére classique a une fréquence de 30% alors gu’elle n’avait été
rencontrée que chez un seul spécimen en 2000 dans le sud-ouest du pays.

La présente étude souligne aussi I’émergence de la mutation ace.1%, principal mécanisme de
résistance aux OP/CM, aussi bien dans les zones cotonnieres classiques que celles
nouvellement emblavées au sein des deux formes moléculaires S et M d’An. gambiae s.s avec
comme pour le kdr une fréquence allélique plus élevée au sein de la forme S.

Un tel niveau de résistance suscite forcément une grosse inquiétude quant & I’impact réel de la

résistance sur I’efficacité des moustiquaires imprégnées au plan opérationnel.
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Si plusieurs études ont montré que les MII conservaient leur efficacité dans les zones de
résistance et de semi-résistance (Doannio et al., 1999, Darriet et al., 2000; Dabiré et al., 2006)
a I’intérieur des terres en savanes humides ouest-africaines, la situation observée sur le littoral
reste problématique.

En effet, une baisse d’efficacité des MII testée en phase Il a été notée dans les populations de
la forme moléculaire M (cytotype Forét) sur le littoral du Bénin (N’Guessan et al., 2007).
Cette baisse d’efficacité a été attribuée a la mutation kdr Leu-Phe détectée en forte proportion
dans cette population. Au Burkina Faso, le kdr est actuellement en pleine évolution dans les
populations de la forme moléculaire M (cytotype Mopti) et un gros travail reste a faire afin de
déterminer I’impact de cette résistance génétique sur le statut de résistance réel des vecteurs
au niveau phénotypique. Ce travail passerait par des eévaluations de I’efficacité des Ml et du
statut de résistance des vecteurs qui doivent aller au-dela de simples bio-essais en tubes OMS
vers des expérimentations en phase Il voire des évaluations pluridisciplinaires
(entomologique, parasitologique, clinique) en phase Ill. Ces études permettraient en outre
d’établir une relation entre la résistance génétique conférée par les mutations génétiques (kdr
et ace.1®) et I’expression de ces mutations sur le statut phénotypique de résistance des
populations étudiées. Ceci est d’une importance extréme sur le plan opérationnel car
renforcerait les stratégies de gestion de la résistance a partir de bases d’information plus
concrétes. Au dela de la gestion de la résistance, sur le plan fondamental, ces études
permettront de comparer le comportement des populations de la forme moléculaires M du
littoral (cytotype Forét) et des savanes humides a I’intérieur des terres (cytotype Mopti) qui
ont acquis le géne kdr plus tardivement.

La gestion de la résistance des vecteurs doit étre abordée de facon collective et aller au-dela
des modéles théoriques qui le plus souvent évoquent peu le réle du milieu et I’activité

humaine en tant source de pression de sélection de cette résistance.
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Elle doit alors en plus des concepts scientifiques regrouper tous les acteurs utilisant les
insecticides aussi bien en santé publique qu’en agriculture pour permettre de pérenniser les
bénéfices des MII le plus longtemps possible. Ceci pourrait se réaliser par une rotation
concertée des insecticides afin de limiter I’extension des genes et mécanisme de résistance a
des proportions ou leur utilisation ne constituerait plus une pression de sélection de cette
résistance.

Cette option n’est pas impossible car la gestion réussie de la résistance aux insecticides en
santé publique a été obtenue par exemple avec le Programme de lutte contre I’Onchocercose
en Afrique de I’Ouest (OCP) qui a pu maitriser le développement de la résistance a des
proportions raisonnables et ne remettant pas en cause I’efficacité de la lutte antivectorielle
(Hougard et al., 1993). Toutefois le risque d’émergence d’autres mécanismes de résistance en
I’occurrence la résistance métabolique, doit orienter la recherche vers de nouvelles classes
d’insecticides ou de nouvelles combinaisons (associant plusieurs insecticides a propriété
complémentaire mais tres bénéfique) qui pourraient se positionner en remplacement des
pyréthrinoides si jamais ceux-ci devenaient inefficaces. Ce risque de généralisation de la
résistance qui pourrait affecter I’efficacité des MII a fortement suscité le retour du DDT en
pulvérisations intradomiciliaires. Mais la réintroduction du DDT devrait étre analysee avec
précaution et se faire s’il y avait urgence au cas par cas suivant le contexte de résistance de
chaque pays demandeur. En attendant de trouver de nouvelles molécules, I’accent devrait étre
mis sur le renforcement des stratégies alternatives basées sur les combinaisons de
pyréthrinoides avec des non pyréthrinoides (CM/OP ou répulsifs tels que le DEET).

De nombreux travaux de sensibilisation restent aussi a faire pour mieux « domestiquer » la
moustiquaire imprégnée percue souvent comme un outil d’usage ponctuel ou circonstanciel.
Une approche multidisciplinaire est aussi & encourager car le probleme de la résistance des

vecteurs aux insecticides s’est posé de fagon dichotomique avec celui de la chimiorésistance.
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La conséquence qui en résulte est le changement de politique médicamenteuse avec le
remplacement de la chloroquine par les ACTs alors qu’aucun point réel n’est fait sur la
résistance des vecteurs aux insecticides. Et pourtant ce sont deux composantes d’une méme
cible, la lutte contre le paludisme.

Dans I’attente d’un vaccin, aucune piste respectueuse de I’éthique ne peut étre percue comme
superflue. Il est donc important d’engager les recherches en lutte génétique dont les résultats
pourraient compléter d’autres méthodes de lutte antivectorielle déja appliquées sur le terrain.
De nos jours, le paludisme est de plus en plus relié a I’état de pauvreté des populations et sa
réduction est percue de ce fait comme une priorité de développement socio-économique. S’il
demeure une préoccupation majeure pour les spécialistes de la santé, il doit constituer une

priorité également pour les décideurs politiques.
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ANNEXE 1 : Protocoles détaillés des PCR utilisées

PCR diagnostique An. gambiae s.1.
LINZIE

Polymorphisme dans |"espace intergénique (1GS) de I' ADN ribosomal

Elle distingue en Afrique de I'Ouest: An. gambicre, An. arabiensis et An. melas

Reéf: Scoit JA, Brogdon W & Colling FH. ldentification of single specimens of the
Amnopheles gambiae complex by the polymerase chain reaction. Am J Trop Med Fyg 1993,
49(4).520-9

A morces

UH GTGETGCOGCTTCCTOGATGT
AC CTGGETTTGGTCGGCACGTTT
AR RAGTGTCCTTCTOCATCCTA

Conditions PCR
Avec la Tag Quiagen (Cat. N 201207), pour un volume final de 25 ul par réaction
Ructli-'; Conc. fimale pour 1 rxs 4 25 pl
“Tampon de Tag 10 X X 25 o
___conenant 15 mM MpCl; 1.5 mM
& mM dNTP 0.2 mM each 10 g _
| Primner UN (10 uM) _ 5 pmoles 05 gl
| Priener AG (10 ) Spmoles | 2 05 @ @
Primar AR (10 p) 5 pmoles 05 g
| Primer AM (10 pld) _ Spmoles 05
| Tag DMNA Polyrm (5 Uil 025U 0.05 g
(G0 i 17.95 g
DMA, lempiate {1 & 5 ng/pl) S 15 ul
A
Amplification : 72 2o
3[R0, 30M, 10" a0 S @ 56°C 10°]

Taille attendue

2- An. gambise - 390 bp,
3- An_ arabiensis 35S bp
4- An melas 464 bp

1 2 3 4 | ] [ ] ¥ ) o om IR E s
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Formes moléculaires M et 5 d'An. gambiae

LIN 2003

Polymorphisme d'un segment de 'espace intergénigue (1GS) de I ADN ribosomal

Favin G, Lanfrancotti A, Spanos L., Siden-Kiamos | & Louis C. Molecular

characterization of ribosomal DNA polymorphisms discriminating among chromosomal
forms of Anopheles gambioe 3.3, Insect Mol Biol, 2001, 10{1};19-Z3.

Amorces
R3 :

GCAATOCGRAECTGAT MFTGT

RS : CGAATTCTRGGGAGCTOCAG

Mop int :

GCOCCTTCOTCGATGETAT
B8 int ! ACCAAGATGETTCGTTGEC

Conditions PCR
Avec la Tag Quiagen (Cat. N 201207), pour un volume final de 25 l par réaction
Réactifs Cone. finale | pour1msa 25l
“Tampon de Tag 10 X X 25
contenant 15mMMGCL |  1S5mM | , ]
MgGl 25 mM 1mM 10 W
5 mM dNTP 0.2 mM each 10 u .
| Primer R3 (10 uM) 7.5 pmoles 075
Primer R5 (10 uM) 7.5 pmoles 075 |
| Pritner Miop int (10 LIM) 15 pmoles 1.5
Primer B/S inl (10 uM) 15 pmoles 15 H
Taq DNA Polym (5 Ul 025U 0.05 4l
adH,0 1445 |
| DNA template (1A5nghd) | |15 ¢ |
g4n* g,iﬂ- l
Amplification : oo S
3 [30°, 30°, 45385’ @ 63°C ¥ ¥y B
il By
Taille attendue W
R3/RS : ~1300 bp  oec |
M: 727 bp - )
§:  -475bp
28 cycles
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Mutation Kdr
LIN, 2003

Polymorphisme dans un géne codant pour le canal sodium associé a la résistance au DDT et aux
pyréthrinoides.
Kdr : phénotype « Knockdown resistance »

Réf : Martinez-Torres D, Chandre F, Williamson MS, Darriet F, Berge JB, Devonshire AL,
Guillet P, Pasteur N & Pauron D. Molecular characterization of pyrethroid knockdown resistance
(kdr) in the major malaria vector Anopheles gambiae s.s. Insect Mol Biol. 1998, 7(2):179-84.

Amorces

D1 ATAGATTCCCCGACCATG
D2 AGACAAGGATGATGAACC
D3 AATTTGCATTACTTACGACA
D4 CTGTAGTGATAGGAAATTTA

Conditions PCR
Avec la Tag Quiagen (Cat. N 201207), pour un volume final de 25 ul par réaction

Réactifs Conc. finale pour 1 rxsa 25 pl
Tampon de Tag 10 X 1X 25 ul
contenant 15 mM MgCl, 1.5 mM
5 mM dNTP 0.2 mM each 1.0 ul
Primer D1 (10 uM) 6 pmoles 0.6 wl
Primer D2 (10 uM) 6 pmoles 0.6 wpl
Primer D3 (10 uM) 20 pmoles 2.0 ul
Primer D4 (10 uM) 20 pmoles 2.0 ul
Tag DNA Polym (5 U/ul) 025U 0.05 ul
ddH,0 14.75 pl
DNA template (1 & 5 ng/ul) 15 pl
Amplification : 944 94 A
s —
5 | 30" 72 |72
Taille attendue 15" 5
D1/D2 : 293 bp '
D1/D3:195bp  Résistant 30"
D2/D4 : 137 bp  Sensible v 46°C *
- )

35 cycles
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m PROTOCOLES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE
EN USAGE AU Lanv

it g recFuerche
St W v | . o - S

Mutation Ace 1 chez Annphalaé '
les et Alphonsine, juin 2003

Polymorphisme dans le géne ace-1 qui code pour |'acéthyleholing estérase Achel .

La mutation se silue au niveau de I'AA 119, qui est une Gly chex les susceptibles ot une Ser choz e
rbgiflanis.

Réf - Weill, M. et al. (2003) Comparative genomics: Insecticide resistance in mosquito veciors.
Namwre 423 (6936}, 136-137

Amorces Ex3IAGOLr GATCOGTGGACACCGTGTTOO
Ex3AGrev AGGATGGCCCGCTGGAACAG

Conditions PCR

Avec la Tag Quiagen (Cat. N 201207), pour un volume final de 25 ul par réaction
inilt:ﬁh Cone. finale pwﬂmiﬂu_'
Tampon de Tag 10 X X 25 4l

conbmiant 16 mM 1.5 mM
& mM aNTP 0.2 mM each 1.0 pl
mn% 6 pmoles 0 gl
"Primer Ex3AGrav (1 10 pmoles 10 u

| Taq BNA Folym (5 Uil 0550 0,06
"ddH;0 7705
__DNA template (T4 5 ngipll | 18 gl .
Amplification :
3' [30%, 30¢, W").5° @ 62°C
Tallle anendue
Ex3JAG : 541 bp

Vérifier Sl de produit de PCR sur gel d'agarose 1.5%

Digestion enzymatique
| Réactifs Conc. finale | pour 1rxs & 25
“Yampon da lenzyme 10 X X 25 |
AT (5 UAh) 28U 06
ddH 0 | 14, ;
‘Produit PCH ) B0l ]

Incuber 3 17°C pendant 3 heures, voire toute I1a nuil.
Vérilier In réaction ¢n faisant migrer 10ul de la digestion sur un gel d'agarose 2%,

Tallles aitendues = e s
Gé Bl [RR 1
taille TA03bp | 233 bp J! 403
f . |150bp | 200 bp 253
l [ 138bp | 138bp 158

Manuel du labarioine da biologle mollaulaine
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ANNEXE 2 : Protocoles detaillés des ELISA —CSP et ELISA Repas de sang

ELISA - CSP

{Circumsporozoite protein de Plasmodium)
LIN, jany 2003

D'aprés Wirtz, Burkot et al . technique Fontenille LIN Mpl 2002
01 - SI NECESSAIRE PREPARER LES TAMPONS PRS - BB - TWEEN 20 - NP 40 +BB

02 - PREPARER LES MOUSTIQUES (Téte = Thorax dans wbe numéroté)
* A Jeuter 20 pl de NP 40/00 Lalsser au moins LI (ou lo nuit oo séfrigératour)

Ud = PREFARER LE PLAN DE LA PLAQUE SUR LA FPEUILLE (N® des muustigues, date, ,..)
04« BROYER LES MOUSTIQUES : 2 tois 190 pl de HH (conservation des tubes a - 20°C)

05 - S1 NECESSAIRE RECONSTITUER LES ACm de capture (cT. fiche), garder & -20°C
06-  SENSIBILISER LES PLAQUES ELISA

u)  Préparer les solution d'ACm de capture sux dilutions voulue : il faut faire les essai de dilution o
chaque nowvelle commande

by - vortexer
CAPTURE Pour 1 plague Pour 3 plagues
p fedeparaim 13 plis mi POS r: 43 al/153 ml PBS
g ovfvex 2000 5 pls ml PBRS v 21 15 @ld15 ml PBS
o ovivax 247 W /s ml PHS v 247 A0k 1a ml P Es
e mlariae 60 plf5 ml PBS m: 180 plf15 ml PBS
p ovale 15 pl/3 mi PBS 0! 45 plf15 ml PBS

) Mettee S0 plipuits €4 pipette K canoux, pie jaune) de chaque ACm de capture
* SCREEN : mélange des plasmodiums a tester (n x 50 ul)
* monospéeifique : uniquement du plasmodiv dudié (1 x 50 pl)
Laisser la nuit sur Ja paillassc {ou ke W.E. 4 4°C),
of - VIDER LES PLAQUES, NE PAS LAVER
08-  METTRE 200 ul de BE par puits (screen ou monospdel fique)
pendant LH sur paillasse.
Pendant ce temps faire déconge ler les moustiques b tester (Tée Thorax dans BR)
0= WIDER LES PLAQUES, NE PAS LAVER

10« METTRE 30 pl dubrovat de monstiqug por puits. Bien vérifier qu'on mel dans le bon puit,
Lalpser pendont 2 11 gur paillasee,

11 = Euvivon 10 minutes avant la fin des 2h, préparcr les ACm CONJUGUES,
si nécessaire reconst ituer le lyophilisat (f. liche)

12 - VIDER LA PLAQUE. LAYER 2 FOIS All PBS/TWEEN 20

13 - METTRE 50 jl/puits de FACm CONJUGUE, correspondant & I'ACm de capture (pour Screen = 3 x 50 jl)
LAISSER_1 H sur paillasse

ACm conjuguds i Peroxydnse dans BB, ¢ il faut fuire les essaf de dilution a chaque nouvelle commande
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Pour 3 plagques

CONJUGUES Pour 1 plague

o Jalciparam .5 ulfs ml BB ki 225 ul/15 ml BB
povivax 2410 10 pls mt BB Vi 30 pl15ml BB
povivax 247 ; 2 pifs ml BB v 247 : 6 ul'15 mi BB

. melarias 13 pli3 ml PRS m; 45 ul/13 ml PBS

jr overle 15 plis ml BB o 45 pld s mi BB

4 - Environ 5 minules avant la fire de heore, préparer le SUBSTRAT de la peroxydase (selon Lhuilfier, Sarthou

pdal)
Pour 3 plagues
* 35 g d'Orthio-tolidine dans 0,25 ml de N.N-diméthyl formamide

* 30 ml de Tampon citrate _
* 12 plde 202 4 10% {oud pld 30% , ou 6 pl 220% ).
[5- VIDER L& PLAQUE. LAVER 4 FOIS AL PBSTWEEN 20
L6 - METTRE 100 pil/puils de SUBSTRAT
17 - INCUBER 30 minutes A OBSCURITE SANS TOUCHER (coloration hleus 620 nm)

F] - Blocage par 30 pl d'acide sulfurique 44 @ Coloration jaune ;

| 9-Lecture 3 620 et 450 nm sur ¢ lecteur Elisa
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ELISA REPAS DE SANG =
LIN, jany 2003

Techmique Fontenille D, d'aprés Beier JIC ef af. (et Sarthou pour fa coloration)
Fey 20002, LIN

01 -Préparer le Tampon " Repas de sang" (3 oarder 3 +4°C, 1 4 2 semaines)

Pour 172 litre : - 2.3 p de caséine dans 30 ml de NaOH 0, IN;
faire bouillir jusqu’a totale dissolution
- gjouter 430 ml e PES
= ajouter 0,025 % Tween 20 (zoit 125 pl 142 1)
- gjouter 0,05 g Thiomerosal
- gjouter 0.01 g Fhenol rouge
Agiter 2 h

= préparer le Tampon Citrate pHd :
Pour 1 Iitre :
Acide citique, | H20 11,97
Hydroxyde de Sadium 448 ¢
Dissoudre I soude dans 200 m] d'eau bidistill ée. puis lacide citrique dans cette solution.
Ajouter 400 mi d'eau bicistillée, Ajuster le pH 4 4 avee de Paeide Chlorhydrique 1N, Compléter 8 1 1 avec
de l'enu bidistillée.

02 - Avec SPOTS (Conleeti sur papier {ilire) I Avee ABDOMENS COUPES
* Dcouper le spod, le mettre I * Broyer dans 230 pl de PBS
env.dans 0.8 ml de PRS 1
{selon la quié probable de sang) I * ajouter environ 730 pl de PRS

*Vorexer T ou 2 fois |1
* Laisser au moins 1 h |

03 - Preparer les temoins positifs @ sang dilué au 17100 en moyenne
1l de sérum d'espéos dans 1 ml de PBS (homme (3100, poulet { /2000, boeuf (1/100),
mouton (L300, chévre (1/30), parc (1700, cheval (14100, chien {1100, ral, s )

04 - Sensibiliser les plagues
Metire 50 pf de solution de sang & tester par pults (un moustique par colonne)

] -Ingobation 3 b & lu tempdrature de Lo pidee ou la nuit 4 +4°C
6 -Préparer les anticorps spécifiques d'espéces margqués i la peroxydase |

reconstituer les 1g0 marguées selon o notice, Garder su congélateur.

Pour une plague i faul ;
S0 pl X012 =600 pl (+30 ply = 650 ul de solution de chaque [o0 marquées
Dilutions & faire (difution & vérifier par un damier, fonetion de la marque) :

Homme: LA000 2 ullgd b 2wl Tampon pour TROIS plagques
Breul: 1000 2 ullgG + 2 ml Tampon
Poule: 1/2000 I opllgG + 2l Tampon
howton: 1500 4 pllgG  + 2ml Tampon
Cheval: 1/ (00} 2 ullgG + 2ml Tampon
Pore; 11000 2 ullegG + 2 ml Tampon
Chien: 11 (00 2 uligd + 2 ml Tampon
Fat: (EA RN 2 pllgG + 2 ml Tampon

7 - Ajouter dans chague tube d'IgG marquées les sérums hétérologues au 1/10004, Exemple: Tube anti
hiomme - awx AC margueés anti-homme dans & mb tampon -=* ajouter 4pl de sérom de boeef + 4 pl de sérom de poule +
Apl de sérum dé mautan + Apl de sérum de cheval + 4pl de sérum de pore + 4ul de sérom de chevee + 4pl de sérum de
chien ete., (lous Les atres sérum sauf Homme)
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SAUF pour Mouton of Chévre - ne PAS mettre de serum de moutan aves AC margués anti-chévee
ne PAS mettre de sérum de chévee avee AC marqués anti-mouton
0% = Laver 2 fois au PBS-Tween

9 - Distribuer S0 pl par puits de solution d'lgG marquées. Mettse une [pG par tangde
10 - Incubation 1 h i RT sur la paillasse
i1 VIDER LA PLAQUE. LAVER 4 FOIS AU PBS/TWEEN 20
12 - 10 mimstes avant la fin de incubation préparer le substrat de la peroxydase (selon Lhaillier, Sarthou e
o) :
Pour 3 plagques @

® 5 mg d'Ortho-tolidine dans .25 ml de N N-diméthyl formamide

* 30k ml e Tampon citrate

® 12 plde H2ZO2 4 10% (ou 4 pl & 30%).
i3 - Distriboer 100 e substrat par cupuie
F4 - Ineubation & Mobscurité, pendant 30 minules {eeloration bleve 620 nm)

15 - Blocage par 30 pl dacide sulfurique 4™ : Coloration joune

T4 Lecture & G20 ¢t 450 nm sur le lecteur Elisa

1 2 3 4 5 b T 5 9 1 11z

LELLLLALLL
9000000000
O

X EETALLLS
900000000000

Anticorps margués 4 la péroxydase, pour commande chez Siema

Anticorps 5 Référence Page catalogue Quantité Prix 2003
Sigma 2003
Anti-Bovine AS295 32 1l 106,87 €
[ Anti-Human _ AB794 1049 I ml 155,00 €
Anti-Pig A3070 a3 1ml 99,70 €
Anti-Chicken AR046 £63 1 ml 114,18 €
Aanti-Goat A5420 G5 1 ml 104,88 €
Anti-Sheep AJ415 1852 [Bul 99,24 €
Aunti-Diog ALBTOZ T4 | I ml G50 &
Anti-Ral AS037 . T | I ml 91.23€ |
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Conférence

SYSTEMATIQUE ET BIOLOGIE DES ANOPHELES VECTEURS DE PLASMODIUM EN
AFRIQUE, DONNEES RECENTES

D. FONTENILLE, A. CoHUET, P.H. AvoNo-AMBENE, C. ANTONIO-NKONDJIO, C. WONDJI,
P. KENGNE, I. DiA, D. BoccoLini, J-B. DUcHEMIN, V. RAJAONARIVELO, R. DABIRE,
M. ApJAa-AKRE, C. CeaINU, G. LE GoFF, F. SMARD

Med Tro2003;63: 247-253

RESUME ¢ Un renouveau des recherches sur les vecteurs de Plasmodium en Afrique et le développement des techniques
de génétique et biologie moléculaire, en particulier sous I'impulsion de 'OMS et du programme PAL du Ministere fran-
cais de la recherche, a permis de mieux connaitre la biologie et la systématique des principaux groupes de vecteurs. Cet article
fait le point sur le complexeAnopheles gambiaet les formes M et S dAn. gambiaes.s., sur les espéces du groupa. funes-
tuset le polymorphisme génétique dAn. funestus,sur les quatre especes du group®n. nili, sur les deux especes probables

du complexeAn. mouchetiet sur An. mascarensis.

MOTS-CLES ¢ Anophéles - Paludisme - Afrique - Spéciation.

SYSTEMATICS AND BIOLOGY OF ANOPHELES MOSQUITO VECTOR OF PLASMODIUM IN AFRICA: NEW DATA

ABSTRACT ¢ Renewed interest in research on Plasmodium vectors in Africa and development of genetic and molecular biology
techniques has been spearheaded by the WHO and the PAL+ program of the French research ministry. New findings have led
to a better understanding of the systematics and biology of the main vector groups. The purpose of this article is to desdtiee
newest data on theAnopheles gambiaeomplex and the M and S forms ofAn. gambiaes.s., on species in than. funestusgroup

and genetic polymorphism ofAn. funestus on the two probable species in thA&n. moucheticomplex, and onAn. mascarenesis.

KEY WORDS ¢ Anopheles — Malaria — Africa — Speciation.

L a transmission des Plasmodium et la biologie des prin- Des le début du XX siécle, deux formes
cipaux vecteurs en Afrique sont connues dans leuid’ Anopheles gambia@iles, 1902, étaient reconnues, une

grandes lignes depuis plus de 50 ans (1). La description p#ie développant en eau douce, 'autre en eau saumatre. Plus

I'identification des espéces vectrices se faisait alors sur déard, I'étude des croisements entre populations d’eau salée
criteres morphologiques, et des sous-divisions intituléest d’'eau douce (2), et I'étude de I'héritabilité de la résistance
sous-especes, formes, races, variétés, etc. étaient signaldda dieldrine par des croisements entre populations sen-
sur la base de critéres géographiques, comportementaux,sibles et résistantes a cet insecticide (3), ont permis de
niveau de transmission palustre ou de petites différence€montrer qué\n. gambiaedtait un ensemble d’espéces
morphologiques a un stade de développement donné @Eabord nommée#n. gambiaeA, An. gambiaeB, An.
I'anophéle. melas, An. merysdifférentes génétiguement mais iden-
tiqgues morphologiquement. C’est ce qu’on appelle un com-
plexe d’espéces. Puidn. gambiad\ lui-méme @n. gam-
biae s.s.) s’est avéré étre un regroupement de formes
- Travail duréseau de recherche PAL+ « Anopheles d’Afrique « (D.F.,chromosomiques, les cytotypes, jusqu’a ce que récemment

directeur de recherche IRD, Montpellier ; A.C., étudiante en thése, IRD 4 i i
. ' ! T ' on découvre que ces cytotypes se regroupaient en au moins
Montpellier ; P.A-A., Chercheur IMPM, Yaoundé, Cameroun; C.A-N., q ytotyp 9 P

étudiant en thése, OCEAC, Yaoundé, Cameroun ; C.W., étudiant en théggux formes, M et S, dites moléculaires, pouvant etre consi-

OCEAC, Yaoundé, Cameroun, P.K. chercheur, IRD-Universittdérées comme deux vraies espéces (4) Les études se foca-

Montpellier 2, Montpellier, 1.D., chercheur IRD - Institut Pasteur, Dakar, |isent maintenant sur ’étude du génomAml’ gambiae.
Sénégal ; D.B., Chercheur, ISS, Rome, ltalie ; J-B.D., chercheur, Cermes,

Niamey, Niger ; V.R., étudiante en thése, IRD - Institut Pasteur, «Jusqu’ou iront-ils ?» entend t'-on parfois. Est-il
Antananarivo, Madagascar ; R.D., chercheur, Centre Muraz, Bobonécessaire d’approfondir autant pour lutter contre le palu-

Dioulasso, Burkina Faso ; M.A-A., étudiant en thése, Centre Pierreq; LENE f ) . o
Richet, Bouaké, Coéte d’lvoire ; C.C., chercheur, Institut Pasteur(,adlsme ? N'est ce pas un S|mple hObby d entomOIOQISte ’

Antananarivo, Madagascar, G.L.G., Technicien, IRD - Institut Pasteur, S’il est vrai que les ent0m0|ogistes ont la descrip-

Antananarivo, Madagascar, F.S., Chargé de Recherche, IRD - OCEAC{ion facile. c’est que la « Nature » elle-méme s’en est don-
Yaoundé, Cameroun. ’

« Correspondance : D. FONTENILLE, LIN, IRD, BP 64501, 911, Avenue ,,. PR . , 0
Agropolis, 34394 Montpellier, Cedex 5, France « Fax : +33 (0)4 67 54d insectes sont déja signalées, représentant plus de 80 % des

née a coeur joie dans la diversité. Pres de 900 000 especes

20 44 « E-mail : courriel : didier.fontenille@mpl.ird.fr « espéces animales décrites. 10 000 nouvelles espeéces d'in-
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sectes sont publiées chaque année, et on estime entre foet le continent africainAn. gambiaestant plutét adapté

30 millions le nombre d’espéces restant a découvrir. A titraux zones de forét et de savane humide alosmdra-
d’exemple, da Cunha Ramos et Brunhes, dans un ouvrabgnsispeuple les environnements plus secs jusqu’en bor-
a paraitre en 2003 décrivent 48 nouvelles espéces malgactese du Sahara (8). La zone de recouvrement de ces deux
de moustiques du gent&ranotaenia(b). especes est cependant trés importante et on les trouve sou-

En ce qui concerne les vecteurs de Plasmodiunvent en sympatrie. De plus, elles apparaissent extrémement
cette recherche de la précision n’est pas qu’un pur exercibéen adaptées a 'lhomme et son environnement, d’une part
académique visant a ajouter un nom dans un catalogue. Bien termes de préférences trophiques, puisqu’elles présen-
s(r, il serait plus simple de se contenter d’un seul vectetent toutes les deux un trés fort taux d’anthropophilie;
de Plasmodium (Rnophelel mais la réalité est beaucoup d’autre part, c’est auprés de 'hnomme qu’elles trouvent les
plus complexe. La connaissance de la systématique a gites larvaires et les gites de repos qui leur conviennent le
intérét trés concret dans les stratégies de contréle actuellegeux (9-11).
et futures. Viendrait-il a l'idée d'un parasitologiste de Le démantélement de ce complexe d’espéces s’est
regrouper dans une méme entité les 4 Plasmodiufait initialement par I'étude des croisements entre popula-
humains, a un bactériologiste de dire que toutes les souchiss-espéces a biologie et/ou répartition différentes, la plu-
d’Echerichia colise valent, a un virologiste que les viruspart des croisements donnant des males F1 stériles (7,12).
de 'immunodéficience humaine (VIH) sont équivalents erPuis I'étude du polymorphisme des chromosomes polyténes
terme de pathogénicité ? De la méme maniére, il y a sopar la technique cytogénétique a révélé I'existence d'in-
vent des différences extrémement importantes en terme dersions chromosomiques diagnostiques, permettant de
transmission palustre entre deux espéces d'anopheles d'e#ractériser les différents membres du complexe (13). On
méme complexe. Leur biologie, et par la méme lesglispose aujourd’hui d’un test PCRRalymerase Chain
méthodes de contrle a mettre en place, ne sont pas Re&actiof spécifique d’espéce, basé sur le polymorphisme
mémes, sans parler de la possibilit¢ que ces différentedservé au niveau des ADN ribosomaux (rDNA). Cet outil
especes ou populations transmettent des genotypes @eléculaire permet d’identifier rapidement les spécimens
Plasmodium de pathogénicité, virulence, phénotype clieollectés sur le terrain & n’importe quel stade de leur déve-
nigue différents. loppement (14).

Par ailleurs, si le concept d’espéce au sens biolo- Le potentiel adaptatif &n. gambiaes.s. & des envi-
gique que lui donne Mayr (6) «une espéce est un groupgnnements trés différents est en grande partie lié a la pré-
de populations naturelles réellement ou potentiellemerfence d'inversions chromosomiques polymorphes observées
inter'fécondes, isolées du pOint de vue reprOdUCtif des autrﬁétamment sur le chromosome 2. C|nq «formes chromo-
groupes équivalents », est utile pour décrire et élaborer dggmiques » ont ainsi été définies en Afrique de I'Ouest: les
stratégies de lutte, ce sont bien les populations spatio-tefigyrmes Forét, Savane, Bamako, Bissau et Mopti (13, 15, 16)
porelles de vecteurs (c.a.d. des individus d’'une mémgyj se répartissent principalement en fonction du degré
espece en un lieu et un temps donnés), en relation avec {egridité du milieu. Ainsi, la forme Forét, caractérisée par
populations humaines et plasmodiales qui constituent 'unitéarrangement standard (pas d'inversion) sur les deux bras
réellement fonctionnelle d'un systéme vectoriel. du chromosome 2, peuple les environnements de forét et de

Le programme PAL+ du Ministére frangais de lasavane les plus humides, les formes Savane ou Mopti se
Recherche a permis a un réseau d’entomologistes médicatrouvant quant & elles dans des environnements plus secs,
francais et africains de conduire des recherches sur les v&gire trés arides.
teurs africains et malgaches, et d’explorer cette complexité. Depuis la fin des années 90, plusieurs équipes de

Cet article présente des ldo_nnées récentes obtenues epligherche ont appliqué une approche moléculaire a cette
2000 et 2003 sur les principaux groupes ou complexgsoplématique de spéciation chén. gambiae.Ainsi
d'anopheles vecteurs en Afrique. I'étude des fragments intergéniques des rDNA, a permis de
définir des sites RFLP différenciant Mopti d’'une part et
................................................................................................................... Savane-Bamako d’autre part. Il a alors été possible de syn-
LE COMPLEXE ANOPHELES GAMBIAE thétiser des amorces pour une PCR spécifique permettant
................................................................................................................... de révéler deux profils différents qu'on a appelés M et S
Le complexeAn. gambiagegroupe aujourd’hui sept (17, 18). Si au Mali, au Burkina-Faso et en Cote d’lvoire
espécesAn. gambiaetAn. arabiensisgeux des vecteurs tous les spécimens Mopti appartiennent a la forme M alors
majeurs de plasmodium en Afrique, ainsi gue melas, An. que Savane et Bamako présentent toujours le profil S, ce
merus, An. bwambae, An. quadriannulaitsAn. qua- n'est pas le cas dans les autres régions d’Afrique (4).
driannulatusB récemment décrits en Ethiopie par Hunt etCependant, quelles que soient les régions, il a été clairement
al. (7). demontré que les flux de genes entre la forme M et la forme
An. melas, An. merus, An. bwambae, An. quadrianS sont trés réduits, démontrant un phénoméne de spéciation
nulatuset An. quadriannulatu$, ont un rdle nul ou faible €n cours (4, 18, 19).
dans I'épidémiologie de la transmission du paludisme. Leur Dans le Sud Cameroun I'ensemble des individus
distribution est localisée. En revanche. gambiaeetAn.  capturés se rattache cytologiquement a la forme chromo-
arabiensisont une aire de répartition extrémement vaste silsomique «forest». En revanche, ils se répartissent entre
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formes moléculaires M et S, parfois dans le méme villagavaient éliminéAn. funestusguelques spécimens persis-
Ainsi, dans le village de Simbock, ou les deux formes sortaient. Selon la région, il s’est avéré, par une étude minu-
sympatriques, une analyse de la différenciation génétiqueuse des individus persistant apres traitement, qu'il s'agis-
basée sur le polymorphismeldei microsatellites, montre sait d/An. parensis, An. rivulorurou An. vaneedenDepuis

que les populations M et S sont significativement diffé1998, plusieurs techniques de biologie moléculaire per-
rentes. De plus, le fait qu’aucun hybride MS n’ait été trouvénettent de différentier des espéces du gréupdunestus.
confirme que dans cette région au moins, la séparation &wekemoer et al. ont développé des méthodes basées sur la
deux especes distinctes est en voie d’achevement (20). NB€R-RFLP puis la PCR-SSCP, puis ce groupe a proposé
travaux en cours s'intéressent maintenant aux causes et aégemment une PCR multiplexe basée sur des différences
mécanismes génétiques a I'origine de cette spéciation etla séquences dans les ITS2 du rDNA, et qui permet d’'iden-
I'étude d’éventuelles différences de capacité et compétendiéier An. funestus, An. vaneedeni, An. rivulorum, An. lee-
vectorielle entre ces espéces naissantes. soniet An. parensig24-26).

Ces recherches devraient étre facilitées par I'acces En 2003, Cohuett Coll(27) ont mis en évidence,
récent a la séquence presque compléete du génohme d’ sur des critéres biologiques, morphologiques et génétiques
gambiaeEn effet I'intérét dAn. gambiaecomme vecteur un nouveau taxon, proche de. rivulorum,présent du
et comme modéle, a conduit un consortium d’équipes a réBurkina Faso au Cameroun et se différenciant bien des
liser son séquengage par une stratégghdegun(séquen-  populations dAn. rivulorumd’Afrique du Sud ou I'espéce
cage aléatoire global). Deux banques BAC génomiques oatété décrite initialement. Ce nouveau taxon nommé pro-
été constituées, une a partir de moustiques entiers, I'autvésoirement «n. rivulorum-like» ne semble pas avoir de
a partir des ovaires. Les plasmides contenaient des inserfde vecteur. La PCR multiplexe a été complétée par une
de trois tailles (2,5 kb, 10 kb et 50 kb). La séquence de @morce spécifique du taxorAR. rivulorum-like» et rend
génome a été publiée en 2002 (21). Malgré des problemedsnc a présent possible l'identification de 6 espéeces du
méthodologiques dus au polymorphisme de départ degoupeAn. funestus.
moustiques utilisés pour le séquencage, 8987 scaffolds A l'intérieur méme de I'especAn. funestusl est
(séries de séquences positionnées) ont été validés pour 2ithortant de savoir si toutes les populations, caractérisées
mégabases qui coderaient pour environ 14 000 génes. par leur structure génétique, ont la méme compétence et
connaissance, méme imparfaite, du génome a permis depacité vectorielléAn. funestugst trés polymorphe, bio-
classer les protéines prédites par les outils bio-informdegiqguement et génétiquement. Des études de cytogénétique
tigues, en grands groupes d'intérét, par exemple récepteutslisées du Sénégal a Madagascar ont montré I'extréme
liés & l'olfaction, protéines liées a 'immunité des anophéleshétérogénéité de cette espéce, qui présente au moins 11
ou liées a la digestion des repas de sang, ou encore intgiversions chromosomiques paracentriques sur les chro-
venant dans la résistance aux insecticides. Tous les gémassomes 2, 3 et 5 (28-31).
codant pour ces protéines pourraient étre autant de nouvelles  Au Burkina Faso, de forts déséquilibres d’Hardy-
cibles pour le contrdle de la transmission. Weinberg couplés a des déséquilibres de liaisons signifi-

catifs entre certaines inversions chromosomiques, ont

................................................................................................................... conduit Costantinet Coll (32) a émettre I'hypothése de
LE GROUPE ANOPHELES FUNESTUS I'existence de deux formes chromosomiques sympa-
................................................................................................................... triques dénommées Kiribina et Folonzo avec un polymor-

Les espéces du group&n. funestussont mal phisme contrasté, témoignant probablement d’un phéno-
connues. On sait, depuis les années 1930, que ce groupersme de spéciation en cours clier funestus.
compose de plusieurs especes proches qui ne peuvent étre  Au Sénégal, ce sont trois populations qui peuvent
différenciées que par de tres discrets caracteres sur les laréé® individualisées sur la base des inversions chromoso-
ou les adultesAn. funestus, An. confusus, An. leesoni, Anmiques. Deux de ces formes chromosomiques se trouvent
rivulorumetAn. bruceisont déterminables au stade larvaire,en sympatrie, avec un fort déficit d’hybrides suggérant,
alors que les espéces du sous groupe funestusfunes- comme au Burkina Faso, deux populations génétiquement
tus, An. parensis, An. aruet An. vaneedemeuvent étre isolées (31). Les mémes observations ont été faites au
identifiés par de petites différences morphologiques cheZameroun, ot une forme chromosomique est présente dans
les adultes (10). Leur biologie et leur capacité vectoriellé&e Nord et une autre au Sud, avec un fort déficit d’hybrides
sont tres différentes. A I'exception Ah. funestusces en zone de recouvrement (CohwttColl non publié).
especes semblent essentiellement zoophiles. Dé@sutes ces observations d’Afrique de I'Ouest, suggérent des
Plasmodiumhumains n’ont été trouvés que chez funes- flux de génes restreints entre les formes chromosomiques,
tusqui est un excellent vecteur, a capacité vectorielle élealors qu'au Kenya (33) ou a Madagascar la différenciation
vée, et trés rarement chAm. rivulorumen Tanzanie (22). en «cytotypes» est beaucoup moins nette.

An. vaneedera pu étre infesté expérimentalement (23). L'analyse des structures génétiques des populations

L'identification précise de I'espéce dans le groupebasée sur la comparaison des fréquences génotypiques d’al-
est donc d’'une trés grande importance pour la lutte anti-veléles microsatellites a donné des résultats a premiere vue
torielle. Ainsi, en Tanzanie et en Afrique du Sud, alors queontradictoires avec ceux de la cytogénétique. Les diffé-
des traitements par pulvérisations intra-domiciliairegentes populations sont apparues beaucoup moins isolées
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génétiquement que ne le laissait penser la structurati@n0.20. Ces valeurs de distances sont supérieures a celles
caryotypigue. Méme dans les zones hybrides du Sénégalgeton observe généralement entre populations ou individus
du Cameroun, ou les formes chromosomiques étaient strute la méme espéce, et sont de niveau inter-spécifique, simi-
turées, I'équilibre de Hardy-Weinberg a été respecté. Cdaires a ce qu’on observe entre espéces du grangdenes-
résultats suggerent que les inversions chromosomiques sou$ (26, 37) ou du complex&n. quadrimaculatug37). En
essentiellement une réponse adaptative a I'environnemegg basant sur la variation de séquence d’ITS2 des espéces
et que des flux de génes entre formes existent, méme si s groupeAn. nili, une méthode d’amplification par PCR
hybrides sont rares, probablement a cause de la perturlz@iele spécifique a été développée (39).
tion de la méiose liés aux réarrangements chromosomiques  La PCR multiplexe développée, en permettant
chez ces individus, ou a une capacité reproductive inférieurédentification a tous les stades, y compris de spécimens
des hydrides. mal conservés, facilite I'étude de la répartition, de la bio-
La question sur laquelle nous travaillons maintenanibgie et du réle vecteur des 4 espéces connues du complexe
est de savoir si la restriction des échanges génétiques dawe. nili, a travers I'Afrique.
aux inversions chromosomiques est suffisante pour géné- Nous disposons pour le moment de trés peu d’in-
rer un phénoméne de spéciation, qui serait génétiquemeigtmation surAn. somalicusgui semble exophile et zoo-
observable en dehors des inversions concernées. phile, et ne joue donc probablement aucun role dans la
transmission des Plasmodium. Ce n’est pas le éas dili,
................................................................................................................... d’An. carnevaleet de la orme Oveng, qui sont tous 3
LE GROUPE ANOPHELES NIL/ vecteurs. En effet, des taux d'infestation des glandes sali-
................................................................................................................... vaires dépassant 3% ont pu étre observés heaili, et

Anopheles nilest largement répandu en Afrique tro- d€S_taux entomologiques d'inoculation de plus de 100
picale (33) et apparait comme le vecteur majeur diddres infectantes par homme par an ont été signalés. Une
Plasmodium dans certaines zones rurales forestiéres gfy/de conduite en 2002 dans un village du Sénégal orien-
Afrique centrale (34). Les larvesAt. nilis.l. sont typiques (@l @ montré que 56 pigdres infectantes par homme par an
des végétations bordant les rives des riviéres et les fleuvBgUvaient etre dues a cette espece, que I'on avait neéglige
de ces zones forestiéres. Des variations morphologiqud¥Sau'a présent dans ce pays (40). De mAmecarneva-
écologiques et éthologiques ont été observées dans [85€St peu connu. Des individus infectés palciparum,
populations dAn. nili par plusieurs auteurs (9, 35, 36) sug-Ont €te captures sur hommez demontrant ainsi son rol_e vec-
gérant quAn. nilis.I. est un groupe d’espéces. Sur la basgUr et son caractere, au moins en partie, anthropophile. Ce
des critéres morphologiques, trois espédespilis.s.,An.  moustique a été signalé au Cameroun et en Cote d'lvoire,
somalicusget An. carnevalebnt été décrites au sein de ceMais sa répartition doit étre beaucoup plus large.
groupe. Trés récemment, Awono-AmbegteColl ont mis En ce qui concerne ldferme Oweng, les résultats
en évidence une nouvelle forme morphologique dénommédBorphologiques, biologiques et génetiques permettent de
«forme Oveng, en zone forestiére du Sud Camerourfonclure sans ambjgu'l't? qué nous sommes en presence
(résultats non publiés). d'une nouvellt_a,espece a part entiere (Awono-Amt'mne'

Cependant, Identification précise des membres dé-ll: non publi€). Cette nouvelle espece, dont la biologie
groupeAn. nili est souvent difficile, voire impossible, dans €St €Ncore peu connue, sera déenomAreevengensisiu
les conditions de terrain, en raison de différences morph&°M du village Oveng situé dans la forét de Campo au Sud
logiques mineures sur les larves ou les adultes, parfois reg@meroun. Des femelles ont et capturées piquant 'homme
dues peu visibles lorsque les femelles ont perdu des écaillRgndant la nuit. Le taux d’agressivité variaient entre 50 et
suite a leur capture. De ce fait, la distribution de chaqué®0 Piqdres par homme par nuit, le long des rivieres ou
espece ainsi que leur degré diimplication dans la tran&l@ient situés les gites. Cette espéce a été trés rarement cap-
mission du paludisme sont mal connus. turée au repos & l'intérieur des maison suggérant un com-

Afin de vérifier la pertinence de la classification POrtement plutot exophile. Des taux d'infestation plasmo-
morphologique dans le grouge. nili, nous avons examiné diale moyens de 0,4 & 1,9 % ont été observés dans le Sud

les variations de séquences des régions ITS1 et ITSAMeroun.

(Internal non coding Transcribed Spacgret 2) et du

domaine D3 de I’ADN ribosomique de diffErenteS @SPECES - - v

ou formes de ce groupe. Lanalyse a concéméniliss., LE COMPLEXE ANOPHELES MOUCHETI

An. carnevalei, An. somalices la <forme Oveng captu-

rés au Cameroun, de méme que des spécimens du Burkina ~ An. mouchets.l. est un vecteur important du palu-

Faso, de Cote d’lvoire et du Sénégal. disme dans les localités situées le long des cours d’eau en
L'analyse de séquences de ces régions ITS1, ITS®frique équatoriale (9). Les études effectuées dans le

et domaine D3 de rDNA des espéces et formes a révégoupeAn. mouchetont permis d’'identifier 3 formes mor-

guatre groupes de génotypes, qui correspondent bien aphkologiques An. moucheti mouchdta forme typique)An.

3 especes et a laferme Oveng. La comparaison des moucheti nigeriensist An. moucheti bervoetdécrit pour

séquences de groupe a groupe, d’'ITS2 par exemple, a p&-premiere fois en République Démocratique du Congo

mis d’obtenir des distances génétiques (d) variant de 0.1RDC). Lors de sa mise au point sur le groApemoucheti
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au Cameroun, Brunhes Collont considéré, sur la base dessur les hautes terres, la seconde hypothése attribuant ces dif-
criteres morphologiques, gih. m. nigeriensiétait syno-  férences d’infectivité essentiellement a des capacités vec-
nyme dAn. m. moucheg&t quAn. m. bervoetsttait une torielles différentes de populations colonisant des milieux
sous espéce Ah. m. mouchef4l). Plus récemment, des écologiquement et climatiquement tres différents.
études isoenzymatiques et des suivis de descendances ont La comparaison morphométrique entre des spéci-
montré que différentes populations géographiques dmens de la cote et des hautes terres n’a pas permis de mettre
Cameroun, regroupant les 3 formes morphologiquesn évidence de différence. Plusieurs analyses génétiques ont
appartenaient a une unique espéce (42). été entreprises portant sur des comparaisons de séquences
Malgré ces données, le statut taxonomique et le roldes fragments ITS et D3 du rDNA, et du géne de la cyto-
vectoriel dAn. mouchetau niveau Africain restaient flous. chrome oxydase Il sur le DNA mitochondrial. Seul ce der-
Pour y voir plus clair, nous avons analysé et comparé leser marqueur est polymorphe, les deux précédents étant
séquences de plusieurs régions d’ADN notamment les fragtrictement identiques dans les différentes populations tes-
ments ITS1, ITS2 et D3 de I’ADN ribosomique, et cyto-tées. Ces analyses ont été complétées par une étude basée
chrome b mitochondrial de spécimenAnl’ mouchettap- sur 6 amorces RAPD, déterminant 19 marqueurs.
turés au Cameroun, en RDC et en Ouganda. Les spécimens  Tous les résultats concordent et n'apportent aucun
d’An. mouchetdu Cameroun ont montré un faible niveauargument en faveur de la présence de plusieurs unités taxo-
de variation nucléotidique, sans corrélation avec leaomiques cheAn. mascarensia Madagascar. Les diffé-
formes morphologiques, confirmant la probable homogérences de comportement et de taux d’infestations observés
néité dAn. mouchetdans ce pays. entre populations géographiques seraient essentiellement
De méme, la diversité génétique entre les spécidus a des environnements différents. Il convient donc d’en
mens dAn. mouchetd’Ouganda et du Cameroun, pour- tenir compte dans les stratégies de lutte anti-vectorielle a
tant géographiquement éloignés, est trés faible (d=0.00Madagascar.
et suggere que les populations de ces deux pays appar-
spécimens din. m. bervoetsie RDC sont tres différentes CONCLUSION
de ceux du Cameroun ou d'OUganda, les diStANCEs gan@: s m i
.tiques,\entre spécimens du Cameroun et de RDC atteignant | 5 giversité des écosystémes africains, et les chan-
jusqu'a 0.15 pour la sequence ITS1. Ces valeurs sont Igfaments quiils connaissent sous l'effet des activités
gement superieures aux valeurs de divergence intrgymaines, font que les systémes vectoriels palustres sont
especes que I'on trouve dans la littérature. Des résultai3s yarigs, et en perpétuelle évolution. La systématique des
préliminaires utilisant les marqueurs microsatellites (43),acteurs de Plasmodium refléte bien cette diversité et, alors
montrent également des différences importantes gntrel Se I'on croyait bien connaitre les vecteurs majeurs, on
poyp\ul:’:l,tlons du Cameroun et de RDC. |l apparait donGapercoit, par des observations de terrain approfondies, ren-
qu'a I'échelle africaine, on Soit en presence d'au moingycées par des études de génétique et de biologie molé-
deux taxons. Dans le but d’étudier la répartition g€ogragy|ajre, que la situation est plus complexe que prévue. De
phique des membres du groupe, et leur role dans la trangyjes especes cryptiques existent parmi les complexe
mission palustre, une PCR alléle specifique du gréupe g mpige; An. nilet An. mouchetiChezAn. gambiaes.s.
mouchetia éte developpée pour distinguer. moucheti - geg populations sont structurées, montrant des phénomenes
d’An. m. bervoetsi. de spéciation en cours. D’autres observations sont pour le
moment plus difficiles a interpréter, reflétant probablement
................................................................................................................... des adaptations locales de populations a divers environne-
................................ ANOPHELES MASCARENSIS _  ments sans que des barriéres génétiques aient encore pu se
mettre en place, comme chan. funestusEnfin d’autres
Anopheles mascarensist un moustique endémique especes, telle quen. mascarensigaraissent homogeénes.
de Madagascar et de I'Archipel des Comores (Anjouan éta connaissance des espéces et des populations est néces-
Mobheli). Il a été reconnu comme vecteur de Plasmodiurgaire si on veut rendre la lutte anti-vectorielle la plus effi-
en 1990, a partir d’échantillonnage de I'lle Sainte Mariecace possible. Par ailleurs la compréhension de la génétique
sur la cote Est de Madagascar. Depuis, il a été retrouvé peles populations, de la systématique et de la phylogénie des
teur deP. falciparumdans plusieurs régions du Sud et deespéces vectrices, pourra permettre de retracer I'histoire
'Est de la grande ile (44, 45). naturelle et I'évolution des systémes vectoriels palustres en
Malgré de nombreuses recherches, cette espéce &ique =
en revanche jamais été trouvée infectée sur les hautes terres,
ou elle apparait essentiellement zoophile et exophile. La
question s’est donc naturellement posée de savoir si |&smerciementsNous tenons a remercier Louis Mukwaya, Vincent Robert,
populations cdteres, de réglons plus chalides, etes o1y Aar, Ty S e San pe e ooy
lations des h\aUteS terr,es, apparten}alent ala m,e:me,eSp(%Cn Onio-Nkc’mdjio et C. Wondji ont bénéficié de f'inéncements OMS-"I'DI.?.
Deux hypothéses ont €té confrontées, la premiere étant|lgssentiel des résultats présentés a été obtenu grace a un financement
présence de deux especes différentes, dont une non vectmae+ du Ministére Frangais de la Recherche.
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Summary

During extensive sampling in Burkina Faso and other African countries, the Leu-Phe mutation producing
the kdr pyrethroid resistance phenotype was reported in both Anopheles gambiae ss and A. arabiensis.
This mutation was widely distributed at high frequency in the molecular S form of A. gambiae while it
has been observed at a very low frequency in both the molecular M form and A. arabiensis in Burkina
Faso. While the mutation in the M form is inherited through an introgression from the S form, its
occurrence is a new and independent mutation event in A. arabiensis. Three nucleotides in the upstream
intron of the kdr mutation differentiated A. arabiensis from A. gambiae ss and these specific nucleotides
were associated with kdr mutation in A. arabiensis. Ecological divergences which facilitated the spread
of the kdr mutation within the complex of A. gambiae ss in West Africa, are discussed.

keywords pyrethroids, kdr mutation, introgression, Anopheles gambiae ss, Anopheles arabiensis,

molecular forms, Burkina Faso, Africa

Introduction

Pyrethroids are a large group of highly insecticidal com-
pounds. They have been widely used in controlling many
insect pests since the 1970s. However, their important use in
the last 20 years has led to the development of resistance in
many insect species (Dong 1996). One main resistance
mechanism is reduced target-site sensitivity to these com-
pounds in the insect nervous system, known as knockdown
resistance (kdr). The kdr has been first reported against
dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT) in the early 1950s
in houseflies (Busvine 1951; Milani 1954), then lately in
various insects, such as Musca domestica (Williamson et al.
1993), Blattella germanica (Dong & Scott 1994), Heliothis
virescens (Taylor et al. 1993; McCaffery et al. 1995). This
phenotype results from a single point mutation in a gene that
encodes the sodium channel (Williamson et al. 1996).
Pyrethroid resistance was first reported in Anopbheles
gambiae ss in Cote d’Ivoire (Elissa et al. 1993). It was
probably selected by the intensive use of DDT and, later
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pyrethroids for cotton crop protection (Chandre et al.
1999a; Diabaté et al. 2002a). As in several other insect
species, a single nucleotide substitution [leucine (TTA) to
phenylalanine (TTT)] in the p-sodium channel gene is the
mutation responsible for pyrethroid resistance in

A. gambiae ss from West Africa (Martinez-Torres et al.
1998). A second kdr mutation on the same amino acid
[leucine (TTA) to serine (TCA)], produces pyrethroid
resistance in A. gambiae ss from East Africa (Ranson et al.
2000) and recently pyrethroid resistance because of a
mono-oxygenase-based mechanism was observed in both
A. funestus and A. gambiae ss (Hargreaves et al. 2000;
Etang et al. 2003). Following the availability of a rapid
polymerase chain reaction (PCR)-based diagnostic test
(Martinez-Torres et al. 1998), several studies were con-
ducted to estimate the prevalence and assess the current
distribution of the Leu to Phe mutation in natural A.
gambiae populations (Chandre et al. 1999b; Weill et al.
2000; Della Torre et al. 2001). This mutation was
observed, sometimes reaching high frequencies, in the
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S molecular form of A. gambiae ss only, while it was not
observed in sympatric and synchronous M form mosqui-
toes, or in A. arabiensis (Brooke et al. 1999; Chandre et al.
1999a). This strengthened earlier evidences for genetic
heterogeneity within A. gambiae ss, formerly split into five
chromosomal forms (Coluzzi et al. 1985; Touré et al.
1998). The issue of reproductive isolation of the M and S
forms of A. gambiae ss (and, more broadly, of incipient
speciation within this mosquito species) is a moot point
and it is still unclear whether these forms can actually be
considered as ‘true’ species (Gentile et al. 2001; Della
Torre et al. 2001; Taylor et al. 2001; Tripet et al. 2001;
Wondji et al. 2002; Diabaté et al. 2003a). A few years
after the kdr mutation was described in the S molecular
form of A. gambiae ss, it was reported in the M form in the
forest belt of the littoral of Benin (Fanello et al. 2000).
Subsequent molecular analysis of the DNA sequence of a
large upstream intron suggested that this mutation arose in
the M form through genetic introgression from the S form
(Weill et al. 2000). Despite an extensive survey of this
phenomenon in A. gambiae M form, the mutation was
observed at high frequency only in the littoral forest belt of
West Africa, while it was rare inland (Fanello et al. 2000;
Weill et al. 2000; Della Torre et al. 2001; Diabaté et al.
2002b, 2003b; F. Chandre, unpublished data). The intro-
gression event and subsequent spread could be a recent and
ongoing process in this mosquito population.

We aimed at reporting in this paper, the detection of the
Leu-Phe mutation in A. arabiensis and its distribution
within the A. gambiae complex in Burkina Faso. We
investigated whether this mutation has arisen in A.
arabiensis through genetic introgression or through a de
novo mutation by looking at the polymorphism of the
intron upstream of the mutation.

Materials and methods
Mosquito populations

Larvae of A. gambiae sl were collected in Burkina Faso
from 26 sites throughout the country. Because larvae
samples can be biased with respect to kdr (there may be
high levels of consanguinity among larvae from the same
pool), special effort was made to collect large samples from
different breeding sites and pooling them. The larvae were
kept in the laboratory until adults emerged before pro-
ceeding to PCR analysis. Anopbheles arabiensis was sam-
pled from several African countries: Burkina Faso, Benin,
Mali, Mauritania, Cameroon, Sudan, Chad, Kenya,
Mozambique, Mauritius Island, Reunion Island, Mada-
gascar Island, Djibouti. Mosquitoes were identified mor-
phologically before PCR analysis.
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DNA diagnostic test for kdr alleles in single mosquito

Genomic DNA was extracted from single mosquitoes
according to Collins ef al. (1987). Overall 10-50 ng of
genomic DNA were combined in a 25 pl total volume with
four primers Agd1, Agd2, Agd3 and Agd4 according to
Martinez-Torres et al. (1998). The PCR conditions were
30 s at 94 °C, 30 s at 48 °C and 30 s at 72 °C for 45
cycles. Amplified fragments were analysed by electro-
phoresis on 1.5% agarose gel.

PCR identification of the A. gambiae complex

Each single mosquito was PCR identified for A. gambiae
complex determination according to Scott et al. (1993).
The genomic DNA was mixed with the four primers AA
(specific for A. arabiensis species), AG (specific for

A. gambiae ss species), AM (specific for A. melas and

A. merus) and UN (common for all the species) in a total
volume of 25 pl. The PCR was carried out with a
programme of 30 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s,
annealing at 50 °C for 30 s and extension at 72 °C for
30 s. Ten microlitres of amplified product were run onto
an 1.5% agarose gel and visualized by ethidium bromide
staining under UV light.

M/S taxon determination

About 10-50 ng of genomic gambiae s.s. DNA were PCR
amplified according to Favia et al. (2001) using primers
R3, RS, Mopint and B/Sint. The PCR conditions were 30 s
at 94 °C, 30 sat 63 °C and 30 s at 72 °C for 25 cycles with
a final extension step at 72 °C for 7 min. Amplification
products were run in a 1.4% agarose gel. The results were
analysed as described in Favia et al. (2001) to determine M
or S taxon.

Intron sequence determination

The kdr and knockdown-susceptible (kds) alleles were
separately amplified and sequenced. Resistant allele was
amplified using the primers I1dir (5-AATTTGCAT
TACTTACGACA-3’, Weill et al. 2000) and Agd3
(5’-AATTTGCATTACTTACGACA-3’), according to
Martinez-Torres et al. (1998). For the susceptible allele,
we determined a new reversed primer, AgdS (5’-AATTTG
CATTACTTACGACT-3’), located at the same place than
Agd3, from the position 312 of the sequence published by
Martinez-Torres et al. (1998), but different from one base,
at the 3’-extremity (on the kdr point mutation). The end of
this primer, as Agd3, is located into the intron 2, which is
situated only 4 bp apart downstream of the kdr mutation.

© 2004 Blackwell Publishing Ltd
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About 10-50 ng of genomic DNA were combined with
I1dir (Weill et al. 2000) and Agd3 (Martinez-Torres et al.
1998) for the kdr allele and, separately I1dir and AgdS for
the susceptible one. The PCR conditions were 30 s at

94 °C, 30 s at 63 °C and 30 s at 72 °C for 35 cycles with a
final extension at 72 °C during 10 min. PCR fragments
were gel purified using the QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen) then automated sequencing was performed using
the same primers.

Results

Distribution of the kdr mutation in Anopheles gambiae
complex in Burkina Faso

Sampling was conducted throughout Burkina Faso (26
localities) to assess geographical distribution of the kdr
mutation in both A. gambiae ss and A. arabiensis. Overall,
546 A. gambiae S form specimens, 795 A. gambiae M

forms and 232 A. arabiensis specimens were analysed for
the kdr Leu-Phe mutation with a minimum of 50 specimens
per village (Figure 1). A total of 571 additional

A. arabiensis specimens were collected from 11 different
countries (Benin, # = 15; Mali, n = 10; Mauritania,

n = 40; Cameroon, # = 50; Sudan, » = 30; Chad, » = 30;
Kenya, n = 30; Mozambique, n = 136; Mauritius Island,
n = 60; Reunion Island, # = 100; Madagascar Island,

n = 30; Djibouti, n = 70) and analysed for the same
mutation. In a total of 26 localities sampled in Burkina
Faso, the molecular S form was detected in 22 sites, the M
form in 20 sites and A. arabiensis in 18 sites. While the
molecular M form is widely distributed throughout the
country, the S form and A. arabiensis are observed
preferentially in humid and dry areas, respectively. The kdr
mutation was found in the molecular S form wherever
present and its frequency ranged from 0.17 to 0.96
(Figure 1). In the M form, the mutation was observed in
just one site namely VK7 at a frequency of 0.02 (four
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Figure | Geographic distribution and resistance profile of Anopheles gambiae sl to pyrethroids and dichlorodiphenyltrichloroethane

(DDT) in Burkina Faso.
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heterozygous of 173 specimens analysed for the kdr
mutation). Despite large and extensive sampling, the kdr
mutation was observed in a single A. arabiensis specimen
from Burkina Faso.

Intron polymorphism of susceptible and resistant
A. gambiae ss and A. arabiensis

To better understand the history of the kdr allele in both
A. gambiae M form and A. arabiensis, we sequenced

540 bp of the intron upstream the sodium channel gene
near the kdr mutation. Both alleles were sequenced in 69
mosquitoes (A. gambiae S form, n = 155 A. gambiae M
form, n = 20 and A. arabiensis, n = 34). Anopbheles
gambiae ss specimens were collected in the villages of Lena
and VK7 in Burkina Faso (Figure 1). Anopheles arabiensis
specimens were from Burkina Faso, Soudan, Cameroon
and Mauritius Island. The Leu-Phe mutation (TTA-TTC)
was observed in both A. gambiae ss and A. arabiensis in all
resistant alleles (z = 30). A leucine residue was found in
susceptible alleles at amino acid 1014 regardless of the
species (n = 108). No Leu-Ser (TTA-TCA) substitution
was detected, as described in East Africa resistant

A. gambiae ss (Ranson et al. 2000). Two polymorphic sites
(positions 702 and 896) differentiated the two molecular
forms as previously reported in Weill ez al. (2000).
However, both M and S forms displayed the T-C combi-
nation at positions 702-896, associated with the kdr allele
(Table 1). The same pattern was observed with the
susceptible allele in A. gambiae S form, while the suscept-
ible A. gambiae M form consistently displayed C-C or C-A
combinations. Three positions (824-830-835) were found
to consistently differentiate A. arabiensis from A. gambiae

Table | Discriminating nucleotides (702-896) in the upstream
intron of the knockdown-resistant (kdr) mutation within M and S
molecular forms of Anopheles gambiae ss in Burkina Faso

Susceptible (Leu) Resistant (Phe)

C-A C-C T-C C-A C-C T-C

M taxon
VK7 4 27 0 0 0 S
Léna 0 4 0 - - -
Total 4 31 0 0 0 S
S taxon
VK7 - - - 0 0 16
Léna 0 0 6 0 0 8
Total 0 0 6 0 0 24

Polymorphism observed in position 702 and 896. A T-C combi-
nation is observed in both molecular S and resistant molecular M
form while the susceptible M form consistently displayed C-A or
C-C combination.
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Table 2 Discriminating nucleotides (494-824-830-835) between
Anopbheles gambiae ss and A. arabiensis in the upstream intron
of the kdr mutation

Nucleotide
position
Forms/species Country Allele N 494 824 830 835
A. gambiae  Burkina Faso kds 6 T T G A
S form kdr 24 T T G A
A. gambiae  Burkina Faso kds 35T T G A
M form kdr 5T T G A
A. arabiensis Burkina Faso kds 12T A A T
kds 17 G A A T
kdr 1 G A A T
Soudan kds 8 T A A T
kds 10 G A A T
Cameroon kds 6 T A A T
kds 6 G A A T
Mauritius kds 8 G A A T

kds, knockdown-susceptible (Leu); kdr, knockdown-resistant
allele (Phe); N, number of allele sequenced.

ss (Table 2). Nucleotide at position 494 was fixed in

A. gambiae ss and polymorphic in A. arabiensis. Because
the sequence of nucleotides at positions 824-830-835 was
specific to A. arabiensis in both resistant and susceptible
alleles, the kdr mutation in A. arabiensis is likely to be a de
novo event rather than the result of introgression.

Discussion

After extensive sampling, the Leu-Phe kdr mutation was
detected in both A. gambiae ss and A. arabiensis in Burkina
Faso. This mutation was widely distributed at high
frequency in the molecular S form, but occurred at a very
low frequency in both A. arabiensis and the molecular M
form of A. gambiae ss.

The unequal distribution of the resistant phenotype in
A. arabiensis and the molecular M and S forms of A. gambiae
ss is probably the result of differential insecticide pressure
selection. The distribution and temporal dynamics of the
molecular S form should expose it to higher insecticide
selection pressure (Diabaté et al. 2002a). As the kdr muta-
tion confers cross-resistance to both DDT and pyrethroids, it
is likely that the present pattern of this resistance allele
distribution in A. gambiae ss is a consequence of the
important use of DDT in cotton crops in the 1960-1970s,
replaced by pyrethroids in the 1980s. The kdr mutation has
probably been selected some time ago in West Africa, as
DDT-resistant, A. gambiae ss were reported there in the
1960s (Hamon et al. 1968). This, coupled with subsequent
pyrethroid exposure, may explain why the kdr mutation is
observed at such a high frequency in West Africa.

© 2004 Blackwell Publishing Ltd
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A substitution of the same amino acid in various species
of insects is rather a rare event. However, the kdr mutation
has been reported in many species of insects (Dong 1996;
Williamson et al. 1996; Jamroz et al. 1998; Martinez-
Torres et al. 1998; Ranson et al. 2000; Enayati et al. 2003).
The leucine replacement by an other amino acid is the most
common and that suggests that the leucine residue is very
important in the recognition and/or binding of pyrethroids
and DDT (Ranson et al. 2000). The occurrence de novo of
this mutation in A. arabiensis in a sympatric area with
highly resistant A. gambiae ss, suggests that the hybrid-
ization rate between these two sibling species is very low
(Touré et al. 1998; Taylor et al. 2001). Interestingly, the
same mutation found in both M and S forms is resulting
from an introgression from one form to the other (Weill
et al. 2000). We believe that the kdr mutation distribution
in A. gambiae complex provides some indication on the
level of gene exchange between and within these species and
thus is an important genetic marker to assess the repro-
ductive isolation within this complex of species. Of course,
a larger sample size of kdr-arabiensis would have streng-
thened our results, but it is worth noting that overall 803
arabiensis specimens were analysed for the kdr mutation.
Furthermore, kdr-gambiae resistance is already observed at
very high frequencies in Benin and Burkina Faso where both
A. gambiae ss and A. arabiensis are sympatric. That
suggests that the kdr mutation in A. arabiensis is certainly a
recent and ongoing process. The patchy distribution of the
kdr mutation in the molecular M form of A. gambiae ss in
West Africa is unclear and raises the question of the origin
and frequency of resistance in natural M populations. It
may be a recent and unique event, which arose in this form
through introgression from the S form in the forest belt and
subsequently spread inland. However, the current pattern
of distribution of the resistant M populations of A. gambiae
ss do not support this hypothesis. Highly resistant M
populations are observed alongside the littoral while low
resistance levels are recorded in only a few and discrete
places inland. According to Black and Lanzaro (2001) gene
flow with partial reproductive isolation among molecular
forms occurs only in certain geographical locations or
during certain seasons. If that is true, then the current
patchy distribution of the kdr mutation in the M form of
A. gambiae ss is probably resulting from different events of
introgression within A. gambiae ss. Introgression has
probably occurred when A. gambiae M and S forms are
found in sympatry at high densities, but where one form is
predominant (Diabaté et al. 2003b). The kdr mutation
distribution in relation with the dynamic of both molecular
and chromosomal forms of A. gambiae ss in a wide scale
including the ecological description has not been thor-
oughly investigated. Such a study may be helpful to

© 2004 Blackwell Publishing Ltd

understand the ongoing process of the kdr mutation in
A. gambiae ss.

The report of kdr in A. arabiensis, another major
malaria vector in Africa, is of great significance at both
fundamental and applied levels. Its potential impact on the
efficacy of malaria vector control interventions will have to
be evaluated and results taken into consideration by
malaria control programmes. The very low frequency of
this allele in both A. arabiensis and in the M form of
A. gambiae ss suggests that these were recent phenomenon,
but it may spread quickly in these mosquitoes in areas of
intensive insecticide use. Further, characterization
throughout the range distribution of the A. gambiae
complex will be very informative to understand the history
and the contrasting distribution of this new allele in
mosquito field populations.
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Abstract

In Ouagadougou town, annually few cases of malaria morbidity were referred to primary
health offices during the dry period. To provide formal health data on the prevalence of
malaria during this period, parasitological investigations were carried out in those areas where
patients were originated. To better understanding this local malaria occurrence, entomological
survey was also conducted in April 2006 both in peripheral areas and old-central quarters
suspected to disseminate breeding sites sustaining malaria vectors development. Vectors were
collected using CDC traps and indoors insecticide spraying. Larval prospect has been also
done elsewhere water outdoor purposes have been found. The results revealed that adult
anophelines were rare. Indeed less than five Anopheles gambiae s.I. was caught either by
CDC traps or indoor spraying. However more than the half of breeding sites prospected were
productive and were mainly located in the peripheral agglomerations. Among 115 larva of An.
gambiae s.l. analysed by PCR, 59% (n=68) were identified as An. arabiensis vs 39% (n=45)
as An. gambiae M molecular form. Two mosquitoes were analysed as An. gambiae S
molecular form constituting less than 1% of total mosquitoes tested. These results showed
clearly even though only few adults’ mosquitoes were caught, that malaria vectors
development was sustained throughout the year by some permanent or temporal human borne
breeding sites. The vector adaptability during dry season and the urban malaria transmission

were discussed.

Keywords: malaria vectors, dry season, larval habitats, Anopheles gambiae s.I., Ouagadougou,

Burkina Faso.



Introduction

Nowadays urbanisation process is still experimenting in many African countries constituting
the most profound challenge attempted in Africa. Generally the urban landscape management
is expected to reduce the risk of vector development by reducing or fully eradicating suitable
breeding sites decreasing thus malaria transmission. Indeed before any insecticide was
invented, vector control meant mainly environmental management by drying up the swamps.
This is not the case in urban agglomeration in Africa where some precarious peripheral
quarters outstretched central modern buildings. The pattern of houses dispersion and
landscape management is more rural than modern generating numerous semi permanent water
purposes suitable to vectors development throughout the town. This increased the risk of
vector proliferation in urban areas where theoretically malaria transmission must be neglect as
considered by health policy as seasonal and rural affecting particularly children in rural
regions. Because of its lower prevalence in urban agglomeration, populations living in town
are exposed to a risk of severe malaria due mainly to a delayed acquisition of immunity
against malaria affection. Indeed it can be ascribed that 200 millions of populations living in
town in Africa corresponding to 25% of the African global population are exposed
permanently to malaria infection (Keiser et al., 2004). Projecting the extension of urbanisation
process, towards 2025 more than 50% of African population will live in towns (UNDP, 2002).
The adaptation of malaria vectors to urban areas in Africa has been well documented and
local circumscribed malaria transmission had been reported in many cities (Chinery, 1984,
Robert et al., 2003). This situation could probably be ascribed to the house package made
with unsuitable materials such as local mud and also to the failure of landscape management

disseminating breeding sites favoring thus vector-human contact.



In the latest decade, vegetable growth has been expanded in the peripheral belts of many
towns implementing concomitantly some multiple breeding sites such as degraded gutters or
permanent human borne small purposes used to make brick or to water vegetable crops
(Trappe & Zoulani, 1987; Khaemba et al., 1994; Robert et al., 1998). All these factors are
contributing to maintain anophelines beyond to rainy period. In many African towns such as
Dakar or Accra, anophelines had been observed surviving in wide range of habitats including
polluted water source such as nitrate treated water dedicated to vegetable growing (Chinery,
1984, 1990; Robert et al., 1998). In opposite the presence of detergent in breeding water was
associated in the reduction of anophelines development in Brazzaville and Maroua
respectively in Congo and Cameroon (Trape & Zoulani, 1987; Barbazan et al., 1998).

In Burkina Faso, about 42% of global morbidity referred to health centers were ascribed to
malaria affecting mainly 0-5 year’s aged children. In fact this vulnerable group represented
66% of hospitalised patients and 70% of death were caused by malaria (DEP, 2004). However
since 1980 towards, no study was dedicated to malaria transmission in Ouagadougou even
though few papers had reported a heterogeneous malaria transmission cycle around some
urban dams being rare in central districts (Rossi et al., 1986). In order to provide health
database to be correlated to the urbanisation pattern in Ouagadougou, global health
investigations including parasitological studies were conducted in 2004. From these prospects
it had been clearly shown that malaria prevalence reached in mean 21% within the 0-12 year’s
old group varying greatly from one district to another. Indeed this prevalence was higher
reaching 28% in peripheral quarters decreasing to 11% in the central districts (Assi et al.,
2005). But entomological data sustaining this information were lacking. The aim of this work
is to provide entomological data allowing to well document the database intended to map the

distribution of disease according to urbanisation pattern.



This paper presents the preliminary results on the diversity of breeding sites disseminated

throughout the town during April 2006 the hottest month of the dry season.

Material and methods

Study area features

Four districts were chosen for the entomological investigation because representing different
houses physiognomy and urbanisation degree i) old urbanised district, ii) recent urbanised
district with more space between house iii) peripheral condensed quarter and iv) peripheral
more extended houses. These parameters were considered as indicators in the dissemination
of breeding sites favourable to mosquito’s development.

Dapoya is an old colonial district located in the centre of the town. It was characterised by
condensed houses with numerous households. It is surrounded by large dam collecting
polluted domestic water and also rainfalls. During dry season the partial evaporation offers
fertile areas in the layer of the dam suitable to vegetable cropping which is intensively
developed during this dry period. Breeding sites are mainly constituted by temporal purposes
created by dam evaporation and by wells made in the dam bed to water vegetables. Some
domestic water collection channels are disseminated across the district

Tanghin a former rural village near Ouagadougou is now connected to the urban
agglomeration since 1980. It is limited in the North by some rural village and separated from
Dapoya the center district by the same dam sharing the same type of breeding sites. In
addition some spring- borne pools can be found numerously throughout the district offering
water resource for mosquito development. As a relatively recent urban district, it shares some
rural characteristics with the rural villages such as more spaces between houses and the

existence of spring for water resource.



Yamtenga is a recent eastern peripheral non-urbanised district without formal limit with the
urban districts and waiting for the urbanisation process. It is characterised by non space
condensed houses built with local materials such us mud giving a precarious houses. One
permanent and large swamp occurs in the centre of the district constituting the principal
breeding site. In addition we find some domestic pool and some spring-borne pools
disseminated through the agglomeration.

Zongo is a recent peripheral non-urbanised area connecting the town in the western side. It is
characterised by dispersed houses. It is across by a natural accidental ravine. This ravine has
been exploited to store water using to make bricks. These pools disseminated in the bed of the
ravine conserved non-polluted water exposed to the sun. They constituted the main breeding
sites permitting the development of anophelines. Some pools were also observed closing to

spring points.

Mosquito adult collections

Collections were carried out between 20.00 and 06.00h inside and just outside of four houses
throughout the expected productive breeding sites using CDC traps. Indoor resting females
were caught by spraying insecticide aerosols into four houses closer to CDC sampling houses
between 6h00 and 9h00 during four consecutive days. Female mosquitoes were knocked-
down onto, and immediately retrieved from white sheets laid down on the floor of sprayed

huts.

Larva collections
All water collections were numbered and prospected for the occurrence of mosquito larva
identified based on larva standard morphological identification key. A productivity index

estimated from 0O to 6 was assigned to each breeding site using dipping technique.



Their physical characteristics such as pH, temperature, size, depth, water colour and turbidity,
sun exposure degree, presence of fauna, type of vegetation were described. Their location was
also referenced using geographical positioning system (GPS). After anophelines larva were
collected from positive breeding sites and stored into 1.5ml tube containing alcohol 70°
dedicated to PCR analyse for species identification. Because of the occurrence of anophelines
species other than An. gambiae s.I. suspected in Yamtenga large swamp and Zongo ravine,
larva were sampled and bred in insectary until adult stage. The adults were lately identified

using standard keys as described below.

Laboratory processing of mosquitoes

Anophelines were sorted and assigned to species based on morphological characters using
standard identification keys (Gillies and Coetzee, 1987). As only one female was caught by
indoor spay, it was not been necessary to test it for the presence of the circumsporozoite
protein (CSP) of Plasmodium falciparum. When numerously collected per site, some larva
were sub-sampled and processed by PCR for molecular identification of species of the An.

gambiae complex and molecular forms (Scott et al., 1993; Favia et al. 2001).

Results

Prevalence of malaria affection

Except in Yamtenga district, malaria prevalence did not differ significantly between dry and
rainy seasons but varying greatly between districts from 30.4% to 9%. In dry season the
prevalence value was paradoxally low in Yamtenga district and the most highest in Zongo
district (P<0.05). No difference was observed between the two urban districts, Dapoya and

Zongo.



In opposite in rainy season, except the central urban district, malaria prevalence did not differ
significantly between districts reaching a mean value of 30.4%. It was lower in Dapoya

district with 10%.

Mosquito identification

No anophelines were caught by the CDC-traps irrespective of the district. Only two
anophelines (one male and one female) were caught in indoor collection in the Yamtenga
district. Exclusively mosquitoes belong the genus Culex were caught either by CDC traps or
by indoor spraying whatever the district prospected. They were mainly dominated by C.
quinquefasciatus representing 95.9%. C. decens reaching 4.1% were also collected only in
indoor spraying from Zongo and Dapoya districts. Some sandflies belonging to the
Psychodidae family such as Phlebotomus dubosqui and Sergentomya sp. were caught both in
CDC and indoor spraying in all districts.

Mosquitoes emerged from the larva collection were also identified at adult stage. In addition
to An. gambiae s.l., An. pharoensis and An. rufipes were identified among emerged adult’s
mosquitoes from Yamtenga swamp. All mosquitoes provided from Zongo and Dapoya
emergency were identified at adult stage as An. gambiae s.l. Few C. annulioris had been also

identified from Zongo polluted pools.

Productivity of breeding sites

No anophelines larva were found in all breeding sites prospected in the central district of
Dapoya neither in vegetable growing wells nor in domestic channels where occurred only
Culex sp. larva. In Tanghin district, anopheline larvae were only collected in brick holes
closer to the dam surrounding the district. Globally anophelines larvae were mainly collected

from the breeding sites located in the two peripheral non-urbanised areas.



In fact the permanent large polluted swamp and the brick-made ravine respectively in
Yamtenga and Zongo districts provided all anophelines (emerged adults from larva collection)
which were analysed in PCR. In these two areas, 87.5% of prospected breeding sites were

found positive in anophelines (7/8).

PCR analysis

The single female caught at adult stage by CDC trap in Yamtenga has been identified as An.
gambiae M form. Overall 115 mosquitoes were analysed in PCR either to characterise their
species or their molecular form. From 44 mosquitoes issued of larva emergency in Yamtenga,
59% were An. gambiae M form vs 41 % as An. arenbiensis. No S molecular form was found
in Yamtenga. In Zongo district An. gambiae s;l. population were rather dominated by An.
arabiensis representing 76.6% than An. gambiae M form with 22.3%. Here only two
individuals were analysed as S molecular form representing 3% of total anophelines found in
this district. Globally, An. arabiensis (59.1%) were significantly more frequent (y?=12.2, df=1
P<0.001) than An. gambiae ss (40.8%) mostly represented by An. gambiae M form (39.1%).

An. gambiae S form represented only 1.74% of total anophelines found in Ouagadougou town.

Discussion

According to the parasitological values, malaria prevalence persists all long year in
Ouagadougou an urban area. Moreover, these parasitological values did not differ greatly
between the two seasons revealing that malaria transmission dynamic does not vary but
increases slightly in intensity during the rainy season where the number of positive breeding
sites increases significantly with the occurrence of rainy-borne sites. The persistence of
malaria affection in this dry period could be partially explained by the survival of malaria

vectors sustaining the transmission although they had been found in low abundance.



Indeed the vector composition did not vary greatly with that observed in rainy season because
of the presence of the three vectors found during rainy season such as An. arabiensis, An.
gambiae M form and even the S molecular form. The latest vector was known to be rainy-
borne vector mainly adapted in wooden savannah rather than flooded and arid areas
predominately colonised by An. arabiensis and An. gambiae M form respectively (Ref). Many
studies have shown that An. gambiae S molecular form survived the dried conditions by living
in hibernation but such mechanisms are not well known (Minakawa et al., 2001). The
persistence of this molecular form during April the most dry and hot month of the year seems
atypical and the first question could be arisen is how can S molecular form adapt to dry
season? If any, what mechanism sustains this adaptation as chromosomal arrangements had
been pointed out to direct adaptation to the environment set-ups (Touré et al., 1998). In fact
the larva of S form had been collected in sites like rainy-borne breeding sites in peripheral
area which ecology was similar to humid savannah. Furthermore, An. arabiensis was logically
the most frequent vector found during this dry season followed by An. gambiae M molecular
form. Here these two vectors were adapted in polluted breeding sites such as permanent
swamp from Yamtenga which received domestic wastes. Thus the survival of malaria vectors
during the dry season re-launches the problematic of urban malaria pointed out since the last
decade (Robert et al., 1998; Keating et al., 2003). Globally either in Central Africa or in West
Africa, the persistence of larval habitats during dry season was ascribed to the presence of
human borne activities such as brick making and peri-urban agricultural activities. These
human borne activities created artificial breeding sites which unluckily passed across the
drying period maintaining thus vector development predominately in the peripheral districts.
This landscape modification will probably modify pattern of malaria transmission which

control is as far as focused preferentially toward rural populations.
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This situation will probably progress in the ongoing year as many African towns are
permanently in urbanisation process creating human activities favourable to mosquitoes
development whereas the global socioeconomic of the populations from these precarious
districts did not improve.

This landscape modification must be monitored and controlled by a system of planning
permission to prevent vector proliferation.
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Table 1: Malaria prevalence (%) throughout Ouagadougou districts in 2004.

Districts Dry season Rainy season Mean
Yamtenga 9.0[5.8-12.2] a 24.6 [19.5-29.8] a 16.4 [13.4-19.5] a
Zongo 30.4 [24.2-36.5] b 32.6[27.2-38.1] a 31.7[27.6-35.7] b
Dapoya 18.6 [11.6-25.7] ab 10.4[6.6-14.2] b 13.0[9.6-16.5] a
Tanghin 21.5[16.0-27.0] b 34.0[28.1-39.9] a 28.2 [24.1-32.3] b

Data with the same letter are not significantly different, P>0.05

Table 2: CDC traps and indoor insecticide spray collections.

Mosquitoes Zongo Dapoya Tanghin Yamtenga
genus CDC Indoor CDC  Indoor CDC  Indoor CDC Indoor
Anopheles sp. 0 0 0 0 0 0 0 2
Culex sp 14 32 217 32 16 40 253 19
Others 3 14 0 1 6 3 14 0

Table 3: Repartition of An. gambiae s.l. and molecular M and S forms of An. gambiae s.s.

throughout the districts.

Districts An.gambiae S  An.gambiae M An. arabiensis Total
Dapoya 0 0 0 -
Zongo 2 (3) 15 (22.3) 50 (76.6) 67
Tanghin 0 4 (100) 0 4
Yamtenga 0 26 (59) 18 (41) 44

Total 2 (1.74) 45 (39.1) 68 (59.1) 115
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Résumé : Distribution des espéces du complexe Anopheles gambiae et du géne de résistance aux
pyréthrinoides (mutation kdr) en Guinée-Bissau, Afrique de I'Ouest.

Une étude entomologique a été réalisée en 2002 dans quatre localités couvrant différents facies
écologiques de la Guinée Bissau : Buba Tombao (forét), Gabu (savane), Cacheu (mangrove) et Bissau
(urbain) afin i) d"étudier la distribution des membres du complexe Anopheles gambiae (Diptera: Culi-
cidae) i) d"évaluer le statut de résistance de ces vecteurs du paludisme aux insecticides (perméthrine
0.75%, DDT 4%) et enfin iii) de rechercher la présence et la distribution de la mutation kdr au sein
de ces populations.

Les femelles de moustiques adultes issues de captures matinales intérieures ont été testées suivant
les procédures OMS (kit de bio essai et papier imprégné) afin d’évaluer leur statut de résistance aux
insecticides. Les spécimens testés ont été identifiés et caractérisés pour la présence de la mutation
kdr par PCR.

En Guinée Bissau, dans les localités étudiées, le complexe An. gambiae est dominé par An. gam-
biae s.s. (avec les deux formes moléculaires S et M représentées) vivant en sympatrie sur le littoral
avec une faible proportion d’An. melas. Les populations d’An. gambiae s.s. exposées aux deux
insecticides se sont révélées sensibles quelle que soit leur provenance. La mutation kdr Leu-Phe a
été détectée en de trés faibles fréquences seulement dans deux localités situées respectivement en
zone urbaine (Bissau) et en savane (Gabu). Cette mutation est présente uniquement dans la forme
moléculaire S a Gabu (avec une fréquence allélique de 0.14) et dans les deux formes moléculaires
M et S a Bissau avec des fréquences alléliques respectives de 0.06 et de 0.02.

Ces résultats suggérent que les populations d’An. gambiae s.s., vecteur le plus fréquent du palu-
disme en Guinée Bissau, demeurent encore sensibles aux pyréthrinoides et au DDT 4%. Ce statut de
sensibilité ainsi que la fréquence des génes de résistance tel que le kdr doivent étre surveillés dans
le futur particulierement dans les zones urbaine et de savane soumises a une utilisation intensive
d’insecticides.

Summary:

An entomological survey conducted in 2002 in Guinea Bissau aimed i) to study the distribution of
the members of Anopheles gambiae Giles complex (Diptera: Culicidae) throughout four ecological
areas extended from mangrove to savannah ii) to evaluate the insecticide susceptibility status of
these malaria vectors exposed to permethrin 0.75% and DDT4%, and finally iii) to investigate
the occurrence and the spread of the Leu-Phe knock down resistance (kdr) gene associated with
pyrethroid and DDT resistance within these vector populations.

Adult female mosquitoes issued from indoor morning collections were tested using WHO procedu-
res, test kits and impregnated papers to assess their insecticide susceptibility status. Tested speci-
mens were identified by PCR assays and characterized for the kdr gene.

Malaria vectors were mainly dominated elsewhere by An. gambiae s.s. (both S and M molecular
forms) living in sympatry with low proportion of An. melas in the littoral. An. gambiae s.s. tested
populations were fully susceptible both to permethrin 0.75% and to DDT 4% irrespective to their
location and ecotypes. The Leu-Phe kdr mutation was detected in low frequency only in two sites
respectively urban (Bissau) and Guinea-savannah (Gabu) areas. It occurred only in the S molecular
form in Gabu (at the frequency of 0.14) and both in the S and M molecular forms in Bissau at
the frequency of 0.06 and 0.02 respectively. These results suggested that the populations of An.
gambiae s.s., the most frequent malaria vector in Guinea Bissau, still remain cross-susceptible to
pyrethroids and DDT. This susceptibility status and the frequency of resistance mechanism such as
the kdr mutation must be monitored in the future particularly in the urban and savannah areas with
continuous and intensive use of insecticides.
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Introduction Figure 1.

alaria is one of the most serious vector-borne

diseases affecting millions of people, mainly
in Africa. More than 90% of the deaths, resulting
from malaria occurred particularly in children
aged 1-5 (30). Despite the huge burden and the
absence of a viable vaccine for the moment , few
tools are available to control this disease. Current
policy options include direct treatment of patient
with anti-malarial drugs together with preventive
method aiming at reducing human vector-contact
by indoor sprays as well as using mainly insecticide-
treated nets (ITNs). However big efforts have been
made in many African malaria-endemic countries
such as “Roll Back Malaria” (RBM) partnership,
but only less than 2% of children sleep under ITNs
(31). Indeed the ITNs were considered as one of
the major tools in the global control of malaria
focused on the intervention targeted at adult ano-
phelines. Its efficacy was proved through many stu-
dies mentioning the reduction of mortality in the
target populations such as in 1-5 year-old children
(5, 11). Unfortunately knock-down resistance (kdr) confer-
ring resistance to pyrethroids and cross resistance to DDT as
first reported in Anopheles gambiae s.s. populations in Cote
d’Ivoire (12), has been observed, spreading out mainly in West
Africa from Mali to Nigeria (2, 3, 4, 8, 29, 33). This mutation
resulting from one single point mutation (Leucine TTA to
Phenylalanine TCA) was probably associated prior with the
intensive use of DDT and lately with pyrethroids, used for
crop protection particularly in cotton areas and in lower pro-
portion to the domestic use of insecticides against nuisance (4,
8). The Leu-Phe kdr mutation is detected at a high frequency
in the M molecular form of the An. gambiae s.s. populations
present on the littoral of West Africa especially in Benin and
Céte d’Ivoire (Chandre, com. pers.). Inland, in the savannah
zone, the kdr mutation predominates in the S molecular form
of An. gambiae being rare either in the M molecular form or
in An. arabiensis populations (9).
Although some studies indicated that ITNs remained efficient
to carry out vector control in kdr-pyrethroid resistance area
(6, 18) some decrease of ITNs efficiency has been observed
recently among kdr-M molecular forms of An. gambiae s.s.
in coastal Benin (23).
If some countries in West Africa, due of the implementation
of scientific and technical logistics, are able to provide infor-
mation on malaria transmission, distribution of members of
the An. gambiae complex and vector resistance status inclu-
ding distribution of the kdr gene, little is known in other
countries such as Guinea Bissau, Liberia or Sierra Leona
facing social and political trouble. In the context of generali-
zed spread of pyrethroid-treated nets (ITNs) and general use
of pyrethroids in cotton crops, it is crucial to better know the
specific identity and resistance status of vector populations in
each country and ecological zones. This study initiated by the
African Network in Vector Resistance (ANVR) supported by
WHO, was dedicated to the investigation of the occurrence
and spread of Leu-Phe kdr resistance in poor investigated
countries of West Africa such as Guinea Bissau where little
is done in malaria vector characterization and control. We
report here the distribution of the members of An. gambiae
complex and the spread of the Leu-Phe kdr gene within these
vector populations across different ecological zones in Guinea
Bissau.
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Materials and methods

Location of sampling sites

Guinea Bissau is a small country located in Western Africa,
bordering the North Atlantic Ocean, between Guinea and
Senegal (12°N, 15°W). Its total area covers 36,120 km? with
1,470,000 inhabitants. This country is swampy along its wes-
tern coast and low-lying further inland. Four sites corres-
ponding to different ecological set-ups including urban area,
mangrove, forest and Guinea-savannah were sampled from
September to October 2002 (figure 1).

Bissau capital of Guinea Bissau (15°28°05”W, 11°54°32”N) is
an urban agglomeration located in the littoral and surrounded
by mangroves and flat lowlands affected by the daily tides.
Rice growth is the main agricultural activity and uses few
insecticides for crop protection.

Cacheu (16°13°01”W, 12°14°56”N) is also located in the
littoral mainly dominated by the mangrove. Here rice is
also the main agricultural speculation. Buba (14°50°35”W,
11°39°50”N) is located in the forest with manioc and maize
as the predominant crops.

Gabu (14°18°07°W”, 12°11°56”N) located in the eastern
Guinea-savannah region of the country is dominated by
groundnuts and millet growth with some extended fruit
trees garden. Cotton is also grown in this area involving the
use of pyrethroids replacing DDT formerly used for crop
protection.

The country is located in the tropical Guinean climatic zone,
generally hot and humid. There are two distinct seasons:
monsoonal-type rainy season (June to November) with
south-westerly winds; dry season (December to May) with
north-easterly harmattan winds. The average annual rainfall
ranges from 2,000 mm in the south forest coast to 1,000 mm
in the north-east savannah. Malaria is wide spread and holoen-
demic in the country with a peak of transmission at the end of
the rainy season (October-November). A preliminary study
has shown that the Plasmodinm index in children 2-9 years old
in villages of the north-western littoral zone in Guinea-Bissau
ranged at the end of the rainy season between 44% and 79%.
The malaria vectors in the studied villages were identified as
An. gambiae s.s. and An. melas. Both species belonging to
the An. gambiae complex are anthrophaphic, endophagic and
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endophilic, and transmit efficiently human  Table 1.

malaria parasites (19, 25). Insecticide susceptibility test on An. gambiae s.|. females originated from the
four ecological zones in Guinea-Bissau and from Kisumu reference strain

MoquitO CO"ection ‘in'c'lulding §tanda_r(j age and age-uqdetermined females (WHO tubes)._ _

] . Test de sensibilité aux insecticides des populations sauvages d’Anopheles gambiae s.I. issues
Mosqultoes were collected from 4 sites at des quatre zones écologiques de la Guinée Bissau et de la souche de référence Kisumu sur
the end of the rainy season (September and 4ge standard et dge indéterminé (tubes OMS).

e . study sites Permethrin 0,75% DDT 4%

Octobe{ 2002). Because pf the dlfleult1es N KDTey  KDT.e  MY% N KDTy,  KDTys  MY%
met during the study period due mainly to (min)  (min) status (min)  (min) status
the rainfall diluting the larva populations  Bissau 102 10 20 97% 93 55 Nd 95%
and the swampy environment of most areas  Urban area s 5
(about 20% of inlands were flooded during ﬁ;ﬂ::lu 121 n 18 102% : ;
the rainy season), indoor resting adult fema- Gabu 101 " 2 96

. . b . .
les were collected very early in the morning  savannah S
(5h-7h) from human dwellings using manual  Buba Tumbo 106 12 by 98% -
aspirators and torches. They were kept forest s
alive and brought to the National Labora- Kist”mc? ; 105 17 29 985% 97 25 4 102%

. . standard age

tory of Public Health in Bissau where the ;; 9 . " . 970, 26 23 “ 99°%
. o . . Isumu
insecticide tests were carried out. We noted «age-undetermined» 3 5

that un-impregnated mosquito bednets of
varying quality, but usually of poor condi-
tion, were used in all houses across all the
ecological zones by most of the people. This
use is directly linked to the highest mosquito nuisance felt by
the inhabitants more particularly at this time of the year. It
could facilitate the use of I'TNs against malaria transmission
at a large scale in the country.

Insecticide susceptibility test

The insecticide susceptibility tests were performed on wild
age-undetermined females composed of gravid and half gravid
anophelines collected in bedrooms as described above using
0.75% permethrin (cis:trans 25:75) impregnated filter papers
as recommended by WHO (32). Only mosquitoes from
Bissau were tested to DDT 4% to assess pyrethroid/DDT
cross resistance because the number of mosquitoes from other
localities was too weak and did not permit to do a bioassay.
After the 1-h exposure, the mosquitoes were maintained on
10% sucrose solution and final mortality recorded after 24h.
Specimens were preserved individually on desiccated silica
gel and identified post-mortem as members of An. gambiae
s.l. using morphological keys (16, 17).

In addition to mortality recovery period, insecticide knoc-
kdown effects were recorded after 10, 20, 30, 40 and 60-minute
exposures. 56% knockdown times (KDT5y and KDTys) were
estimated. They were assigned mortality status, defined as
resistant if they showed less than 90% mortality with DDT
4% and less than 95% mortality with permethrin 0.75%.
Samples were then kept individually on desiccated tubes after
morphological identification (16) for PCR analysis.

To control the quality of the test performed directly with wild
age-undetermined mosquitoes in field conditions, the same
impregnated papers were tested in the laboratory of Centre
Muraz (Burkina Faso) using both standard age (2-3 day old
non blood-fed females) and age-undermined females of the
“Kisumu” reference strain of An. gambiae s.s. This strain has
been maintained in the insectarium at the Centre Muraz since
1999 and is 100% susceptible to the diagnostic concentrations
of the insecticide used.

PCR analysis

Females exposed to permethrin 0.75% and also to DDT 4%
(only in Bissau) and conserved on silicagel tubes were pooled
per mortality status. An average of 30 mosquitoes including
10 from the alive group (if any) out of 20 dead mosquitoes
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n: number of mosquitoes tested (An. gambiae s.1.); KDTsy/gs: exposure time in minute during that 50% or 95% of indi-
viduals exposed to insecticide were knocked down; M%: percentage of mortality recorded 24h after 1h exposure
status: s = susceptible (90%<M=100%)

were randomly sub-sampled among the samples described
above and tested by PCR to i) identify the species within
the An. gambiae complex (23), ii) characterise the molecular
forms (M or S) within An. gambiae s.s. (14) and finally iii) to
detect the Leu-Phe kdr mutation (20).

Results

Insecticide susceptibility test

The mortality in control group non-exposed (both Kisumu
and wild mosquitoes) to insecticide was consistently less than
5% therefore no Abbott correction was necessary during
the analysis. The results of the insecticide susceptibility tests
showed that 430 mosquitoes collected across the four loca-
lities were susceptible to the diagnostic dosage of permeth-
rin 0.75% with a mortality rate ranging from 97% to 100%
(table I). The KDTs, and KDTos values did not differ signi-
ficantly from those of the laboratory An. gambiae suscepti-
ble “Kisumu” strain (p>0.05). The mosquitoes from Bissau
tested to DDT 4% were also susceptible with a mortality
rate reaching 95%. However, the KDTs, value was higher
than that of the Kisumu strain (p<0.05). The test carried out
in the Centre Muraz laboratory with the same impregnated
papers used for the field evaluation in Guinea Bissau showed
that both laboratory 2 to 5 day-old unfed females and age-
undetermined females from Kisumu reference strain were
also fully susceptible without any difference between the
mortality rates (p>0.05).

Distribution of An. gambiae complex species and
molecular forms

Over all 130 mosquitoes fully composed of females exposed
to permethrin 0.75% were tested by PCR. The collection was
a mix of the molecular M and S forms except in Cacheu (man-
grove zone) where An. melas were also found at the frequency
of 23%. No specimens of An. arabiensis were identified in
these samples. Indeed in Bissau the urban area and Buba the
forest one, the M molecular form predominated reaching
respectively 70% and 90%. In contrast both in Cacheu and
Gabu respectively in mangrove and Guinea-savannah areas
the S molecular form predominated reaching in proportion
54% and 73%. No M/S heterozygote was found.
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Table II.

Species and molecular forms identification and frequency of knockdown resistance (Leu-Phe kdr) mutation
among specimens of An. gambiae s.l. tested in the four ecological zones in Guinea-Bissau.
Identification des espeéces et des formes moléculaires du complexe Anopheles gambiae et distribution
du géne kdr dans les quatre zones écologiques de la Guinée Bissau.

other comparable parts of West Africa.
It reflects the situation at the end of the
rainy season when mosquito populations
and malaria transmission usually peak in
tropical regions. Although the proportion

study sites An. gambiae s.|. An. gambiae S form  An. gambiae M form An. melas ; .

n Fkdr % Fkdr % Fkdr % Flkdr of mosquitoes collected during the dry
Bissau 30 0,03 30 0,06 70 0,02 - season should be lower, the frequencies of
urban area An. gambiae M form, An. gambiae S form
Cacheu 30 0 > 0 3 0 B 0 and An. melas in each of the ecological zone
mangrove

should be comparable (3).

Gabu 30 0,10 73 0,14 27 0 - . C. e . 9.
Guinea-savannah Results of insecticide susceptibility test indi-
Buba Tumbo 30 0 10 0 9 0 . cate that the malaria vector populations in
forest Guinea Bissau still remain fully susceptible
total 120 0,03 41,7 0,07 52,5 0,008 5,8

to pyrethroids and also to DDT although

n: number of females tested in PCR; Fkdr: allelic frequency of kdr mutation based on the formula (2RR+1RS)/
2(RR+RS+SS); %: percentage of species and molecular forms of An. gambiae complex tested in PCR

Distribution of kdr gene

On the whole the Leu-Phe kdr gene was found at low fre-
quency averaging 0.07 in the S form and 0.008 in the M form
and occurred only in two localities, Bissau (urban) and Gabu
(Guinea-savannah). No kdr was detected in An. melas spe-
cimen. The relatively highest frequency (0.14) of kdr was
exclusively observed in the S molecular form at Gabu where
also the relative low mortality rate has been obtained with
permethrin 0.75%. The two other specimens exhibiting the
kdr genotype were found in the urban area from Bissau at the
frequency of 0.03. No kdr gene was found in the mangrove
and forest sites (table II).

Discussion

Our study confirmed that An. gambiae s.s. was the most
abundant malaria vector in Guinea Bissau and revealed
that the two molecular forms (M and S) lived in sympatry in
varying frequencies. Indeed the S molecular form was found
largely distributed in the Guinea-savannah and the littoral
mangrove but in low proportion in the forest and the litto-
ral-urbanised areas dominated by the M form. An. melas was
found only in one site (mangrove) because it breeds prefe-
rentially in salt water. In West and Central African littoral,
both An. melas and An. gambiae s.s. constituted efficient
vectors of P, falciparum (2). In extreme environment (man-
grove swamps), An. melas could be the exclusive present
malaria vector (10, 22). Its frequency decreases classically
either in urban environment even in littoral as in Bissau city,
particularly during the rainy season (15), or inland in forest
and savannah zones. Previous studies conducted in the urban
area of Bissau have already revealed the predominance of
An. gambiae s.s. and the rarity of An. melas indoors (24, 25).
Overall these two species were known to transmit malaria in
Guinea Bissau (18).

No An. arabiensis was found in our samples due mainly to the
sampling period occurring during the rainy season. Indeed in
the past, Petrarca et al. (26) collected few individuals of this
species only in dry season. In Sudanese savannahs of West
Africa An. arabiensis is well spread living in sympatry with
An. gambiae s.s. (7, 20) being the most abundant in Sahelian
zone. This malaria vector adapted to dried environment is
relatively rare in Guinea-savannah zone. Its absence in Gabu
in the present study can be due also to the low sample size
and to the sampling methods ie indoor morning collections
as An. arabiensis is less endophagic and endophilic than An.
gambiae s.s.. These preliminary results on the malaria vec-
tor distribution in Guinea-Bissau agree with reports from

Entomologie médicale

the KDTso and KDTys values obtained
with the latter in Bissau suggest a decrease
of DDT susceptibility in An. gambiae s.s.
populations. Even thought the test was done directly on wild
age-undetermined females these results agreed with the fin-
dings from a relatively recent study in this country reporting
the efficacy of ITNs on malaria transmission reported by
Jaenson et al. (19).

The molecular detection of the Leu-Phe kdr mutation indi-
cated that the kdr gene is present for the moment at low fre-
quency maintaining the susceptibility status revealed by the
bioassay. Indeed compared to the kdr frequencies reported
from other West African countries ranging from 80 to 95%
such as in Cote d’Ivoire, Benin and Burkina Faso where An.
gambiae s.s. populations have shown resistance to pyrethroids
(1,4, 8, 13), the frequency of this gene in Guinea Bissau is very
low. The finding of kdr gene in the M molecular form was in
accordance with reports from other countries in West Africa
mentioning the occurrence of this gene in the M molecular
form both in littoral and inlands due to genetic introgression
from the S molecular form (2, 9). But the presence of the kdr
mutation both in urban and Guinea-savannah zones in Gui-
nea-Bissau suggest the possibility of its large-scale spreading
in the coming years potentially in the cotton growing savan-
nah areas where the use of pyrethroids is relatively intensive.
Although it was a very transversal survey, this study provi-
des basic information enable to contribute to vector control
management. That is crucial in a global context where debates
on large the distribution of ITNs and re-introduction of DDT
for indoor spraying (30) are hold to implement malaria vector
control. More extensive studies of vectors are required to
support the malaria control programme in Guinea-Bissau
including accurate species identification, their behaviour and
their role played in malaria transmission.
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Abstract

An entomological survey carried out in rice growing area during the rainy season from
July to December 2005 aimed i) to update the distribution and the circumsporozoite
infection rate of the two molecular forms M and S of Anopheles gambiae ii) to update the
frequency of the Leu-Phe kdr mutation within these forms and finally iii) to investigate
the occurrence of ace.!/ mutation.

Mosquitoes collected by indoor manual collection and by human landing catches were
counted and morphologically identified. Species and molecular forms of An. gambiae,
ace.1® and Leu-Phe kdr mutations were determined using PCR techniques. The presence of
the circumsporozoite protein of P. falciparum was determined using ELISA.

An. gambiae populations were dominated by the M form. However the S form occurred in
relative important proportion towards the end of the rainy season with a maximum peak in
October at 51%. The sporozoite rates were similar among the two forms towards the end of
the rainy season. The frequency of kdr mutation in the S form reached a fixation level
while it is still spreading in the M form. Furthermore, the ace./® mutation occurred
predominately in the S form and has just started spreading in the M form. The two
mutations occurred concomitantly both in M and S populations.

These results revealed that this rice growing area that formerly was colonised by M
susceptible populations is progressively colonised by S molecular living in sympatry with
the former. This changes the distribution pattern of insecticide resistance gene frequency
with an apparition of two resistance concomitantly in the same populations. Their impact

on the use of insecticide treated materials in this area is discussed.

. R . ..
Key-words: Anopheles gambiae ss, molecular forms, kdr, ace.l”, malaria transmission.
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Introduction

Malaria transmission in tropical Africa is mainly dominated by Anopheles gambiae
complex, including An. gambiae ss the most anthropophilic vector transmitting malaria in
sub-Saharan Africa (Cootzee et al. 2000). Formerly considered as a single species, it began
earlier to accumulate genetic heterogeneity’s. In the 1980s, cytogenetic studies based on
chromosomal inversion arrangements found five incipient chromosomal forms. The
suspected role of these inversions was to restrict gene flow among the forms and to provide
adaptation to different ecological settings (Coluzzi et al. 1985, 2002). These chromosomal
forms appeared more or less genetically isolated in the field, presumably through
prezygotic barriers since viable and fertile hybrids have been obtained in the laboratory (Di
Deco et al. 1980; Persiani et al. 1986; Touré et al. 1998). However, cytogenetic analysis is
not a precise way to evaluate the degree of hybridization between forms because of the
presence of cryptic ‘heterokaryotypes’. It was observed that Mopti and Savanna cytotypes
dominated An. gambiae population structure in Burkina Faso (della Torre et al. 2001).
Recent studies based on molecular markers such as X-linked ribosomal DNA suggested the
existence of only 2 entities within An. gambiae referred to as M and S molecular forms
(Favia et al. 2001). So far in Burkina Faso and Mali, Mopti and Savanna chromosomal
forms coincide with M and S molecular forms (della Torre et al. 2001). As a malaria major
vector with high level of polymorphism, An. gambiae has been a subject of many
investigations such as bio-ecology and mnsecticide resistance studies (Touré et al. 1994,
della Torre et al. 2005; Diabaté et al. 2002, 2003). In Burkina Faso studies of the
distribution of chromosomal inversion arrangements twenty years ago (Robert et al. 1985),
showed that the Mopti chromosomal form was dominating in Vallée du Kou, a rice
growing area in the West region of Burkina Faso cultivated since 1970. Molecular based

identification of An. gambiae ss populations in this area showed two decades later that the
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M molecular form predominated throughout the year, although with some temporal
variations (Baldet et al. 2003; Diabaté et al. 2002). The S molecular form occurred in low
frequency until the end of the rainy season, where it peaked at 24% (Diabaté et al. 2003) as
found previously by Robert et al. (1985). A similar pattern was found in Mali (Tour¢ et al.
1994, 1998). More recently a frequency of 40% S form was observed (Diabaté et al. 2006).
But this study gave no frequencies of the two forms throughout the malaria transmission
season. The distribution of the Leu-Phe kdr mutation, the most spread pyrethroid resistance
gene in West Africa, has been found almost only in the S form with a high allelic
frequency (0.96) compared to just 0.012 in M form (Diabaté et al. 2002, 2003). Nowadays,
it is not evident that either the population structure of An. gambiae ss or their pyrethroid
resistance level is still remaining at the same level because of the changing of agricultural
practises (cotton and vegetable cropping) and the increasing of man made breeding sites
such as puddles throughout the village. Furthermore it has been mentioned in the same area
the occurrence of G119S mutation named ace.l® allele, another resistance mechanism
against organophosphates and carbamates insecticides. This was just highlighted in S
populations even though in low level (Diabaté pers. comm.). The objective of this work
was to gather recent information on the dynamic of these two forms with particular
attention to resistance mechanisms. This information is crucial for a proper evaluation of
new insecticides or vector control tools expected to be involved in malaria control and
resistance management.

Sound

Materials and methods

Study site

Vallée du Kou (4°25° W, 11°24°) is a rice-growing valley comprising 7 villages, with a

total of 4,470 habitants surrounded by wooden savannah. The rainy season extends from
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June to October and the dry season from November to May. The Kou River is a permanent
source of irrigation water and there are two rice crops per year from July to November and
from January to May. Few insecticides are used on the rice, but huge amount of
insecticides are used extensively in cotton fields’ located exterior to the rice fields. During
the last two years, some producers grew vegetables involving intensive use of msecticides.
Mosquito collection has been carried out in the village numbered as seven (VK7), which is
located in the end of the rice fields. Some cotton and maize fields were just surrounded this
village.

The irrigation system and rice fields provide almost year-round mosquito breeding. High
densities of An. gambiae ss (up to 200 bites/person/night) are recorded during the rainy
season (Baldet et al., 2003). The two molecular forms M and S occur in sympatry. The kdr-
based mechanism conferring resistance to pyrethroids and DDT predominates in the S

form (Diabaté et al. 2002, 2003).

Mosquito collections

Anopheline mosquitoes were sampled during the rainy season from June to December
2005 mainly by indoor manual collection for resting mosquitoes and by human landing
catches for evaluating sporozoite rate. Two days consecutive human landing catches were
ensured in August and October by informed-volunteers who were provided
chemoprophylaxis prevention during mosquitoes sampling period. They were also
provided free and rapid treatment when suspected clinical signs of malaria according to
WHO-recommended regimen on the basis of fever and detectable Plasmodium falciparum
parasitemia two months after the end of mosquito collections. These two periods
correspond to the peak of the M form in July/August and the S form in October. Catches

were carried out between 20.00 and 06.00 h inside and just outside of four houses of each
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village. Indoor resting females were caught manually by aspiration. Anopheleses caught by
human landing were dissected and the head and thorax preserved to infer infectious status
by ELISA. Legs were removed and kept dry for PCR tests. Residual resting indoor females
were collected regularly in four houses early in the morning by manual aspirators during
four consecutive days per month within the village. Indoor collections carried out from
July to December were used to establish the temporal or seasonal of the two forms and

their resistance status by PCR.

Laboratory processing of mosquitoes

Anophelines were sorted and assigned to species based on morphological characters using
standard identification keys (Gillies and De Meillon, 1968). Females referring to An.
gambiae complex were processed by PCR concomitantly for identification of species and
molecular forms of An. gambiae (Scott et al. 1993; Favia et al. 2001). The Leu-Phe kdr
based resistance was identified by PCR from genomic DNA following Martinez-Torres et
al. (1998). The G119S mutation was detected by PCR according to Weill et al. (2004). The
head-thoraces of anopheline females issued from human landing catches were tested for
the presence of the circumsporozoite protein (CSP) of Plasmodium falciparum, the major
malarial parasite occurring in the study area, by enzyme-linked immunosorbent analysis
(ELISA) following the protocol of Wirtz et al. (1987). Samples of July and August were

pooled together for ELISA process.

Results
Dynamic of the molecular forms

Overall 330 mosquitoes were analysed for identification of species and molecular forms
(figure 1). An. arabiensis was absent. Both M and S molecular forms occurred. The overall

frequency of the molecular M form was higher than that of the S form reaching
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respectively 69% vs 31% but the dynamic of these forms throughout the collecting period
showed some monthly varying frequencies. Except in July and August the frequencies of
these two forms did not vary significantly (F=2.5, df=1, P=0.16). Indeed in July all
mosquitoes analysed (n=32) were only of M form. The S form started appearing toward the
end of August in a low frequency of 4% (3/84) reaching a maximum peak of 51% (38/75)

in October equalling the frequency of M form (Fig. 1).

Sporozoite rate

The sporozoite rate calculated only from two sampling sets (July/August and October) did
not reach 9.09% and was supported both by the M and the S molecular forms (table 1). In
July and August no specimens of S form were found within the mosquitoes collected so the
sporozoite rate was assured logically only by M form reaching 1.7%. In October
corresponding to the peak of the S form the sporozoite rate was equally supported by the
two forms averaging 3.07% without no significant difference between the two forms

(P=0.31)

Distribution of the kdr gene

An average of 40 mosquitoes were analysed monthly for the kdr mutation (Table2). The
kdr mutation occurred in both of the M and S forms with varying frequencies in the M
form. Kdr frequency was higher in S form irrespective the month (3’=6.14, df=2, P<0.02)
reaching 0.98 in mean and ranged from 0.96 to 1 throughout its occurrence period. The
mean frequency of this mutation in the form M was 0.13 and ranged from 0 to 0.32
throughout the six months. Only eight mosquitoes from the M form were identified in

September and November as homozygous RR for this mutation vs. 15 hybrids RS overall.
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In the S form the homozygous RR predominated irrespective the month contributing thus

to achieve the fixation process of this allele in the populations of S form.

Distribution of the ace.1® gene

60 mosquitoes were analysed for the ace./ mutation from September and October 2005,
corresponding to an average of 30 mosquitoes per month (Table 3). This mutation was
detected in low frequency in the M form with one heterozygous RS per month
corresponding respectively to a mean frequency of 0.033. Conversely in the S form, this
mutation occurred in a relative high frequency comparing to the M form (y>= 6.75, df=1,
P<0.01) with an equal mean of 0.36 per month. One individual among the S form was
detected as a homozygous RR for this mutation in September. In the S form, except two
individuals characterised as SS, all individuals carrying ace.l mutation had also the kdr
mutation, but in heterozygous status. Only one individual was homozygous ace.l'/ace.l"
both for kdr'/kdr". Inversely in the M form, the two individual detected as heterozygous

ace.l'lace. I’ for the ace.] mutation were homozygous kdr’/kdr’ for the kdr mutation.

Discussion

In Burkina Faso up today chromosomal and molecular forms of An. gambiae ss are tightly
correlated (della Torre et al. 2001; 2005). Formerly Robert et al. (1986) studying the
distribution of An. gambiae ss cytotypes in the rice growth area of Vallée du Kou revealed
the predominance of the Mopti chromosomal form. With the advanced progress in
molecular genetic, this distribution has been updated by Diabate et al. (2002) pointing out
the predominance of the M molecular form corresponding to the Mopti chromosomal form.
However the occurrence of the S molecular form (corresponding to the Savanna

chromosomal form) has been observed toward the end of the rainy season. Our results
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followed the same pattern of distribution, but the overall proportion of S form has
increased further reaching a maximum of 51% vs. 24% at the same period in 2000 (Diabaté
et al.,, 2003; Baldet et al., 2003). This increase could probably due to human activities
creating new habitats for the S population in this area. These activities include especially
house building using bricks of banco and muddles taken out from the soil. That increases
the number of rain filled breeding sites such as pits, ponds and puddles that are suitable to
S form development throughout the village. The changing in the vector population
structure may presumably increase the malaria transmission level. Even though the vector
population was dominated by M form throughout the year, this form had a low sporozoite
rate because of the low parity rate observed within its population (Baldet et al. 2003). The
socio-economic conditions of the populations are considerably deteriorated because of the
population growth and the bad transaction of rice crops. Thus some torn bednets which do
not provide full protection to mosquitoes biting can be observed mostly elsewhere in this
area.

The kdr mutation seemed to not vary (96%) in the S form compared to its frequency in
2000 (96%, Diabat¢ et al. 2002, 2003). This increase is greater in the M form where it was
three fold more higher than 2000. Indeed in 2000, kdr mutation occurred in low frequency
(1.2%) in the M form and all individuals analysed were only heterozygous (RS). Now, the
number of homozygous (RR) in the M form is increasing that enhances the overall
frequency of this mutation.

The high frequency of this gene presumably due to the use of insecticides to protect cotton
crop situated at the limit of rice fields. Insecticides may drift or washed from the cotton
area to the rice field during heavy rains. During the two past years some rice producers
also grew vegetables using insecticides. These applications of agricultural insecticides

added to the domestic use of particularly coils and together exerted a selective pressure on
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the mosquito populations and may thus explain the increase of insecticide resistance genes
emergency in that area.

Our results showed that ace.l mutation is mostly present in S form and less frequent in the
M form. This finding suggests that ace./ mutation is evolving along the same pathway as
kdr mutation in this area. Indeed six years ago, kdr mutation was found occurring only in
the S form and some investigations towards the end of 1999 failed to identify the kdr
mutation in M molecular form (Diabate et al., 2002). This difference tented to persist
because of the strong reproductive barriers between the two forms relevantly pointed out
by some authors (Fanello et al. 2000; Gentile et al. 2001; della Torre et al. 2001). In 2000,
kdr mutation was identified for the first time in M form at a very low frequency (about
2%). This kdr mutation probably originated in populations of the s form S and may now
increase in the M form. As for kdr, the ace.l mutation occurred probably prior in S form
populations and may acquire by M form through introgressive hybridisation. With the
exposure of M populations to insecticide pressure, this gene began to spread within this
form. Similarly to the kdr mutation, this gene will probably increases in frequency within
M populations in the coming years. Additional studies are crucial to determine precisely
the origin of this gene among M form populations. Alternatively the cost of this gene
remains to be evaluated.

The reported change in malaria vectors population structure is mainly driven by human
activities and will call for modified malaria control strategies. The increasing of S form
proportion and the emergence of ace./ mutation concomitantly with Leu-Phe kdr mutation
among the same populations of An. gambiae ss is an atypical ecological pattern for an
irrigated rice growing area. Even though pyrethroids or carbosulfan treated nets still
achieved a good vector control either in experimental huts (Darriet et al. 2000, Asidi et al.

2005) or in field trial (Doanio et al. 2003, Henry et al. 2003) our results suggested called

10
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for a trial for an insecticidal control. Indeed recent paper from Nguessan et al. (2007) in
southern indicated a failure of pyrethroids to control wild An. gambiae. In such way, our
results provided useful information for field trial as experimental huts dedicated to

insecticidal trials were implemented there.
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Table

Table 1: Circumsporozoite protein rate calculated by ELISA for Plasmodium falciparum

tested in July/August and October 2005 from indoor/outdoor human landing catches

Molecular form of July/August October
An. gambiae  Nb tested CSPR Nb CSPR
tested
M 84 (1) 1.19[0.03-6.46] 54 (1) 1.85[0.05-9.89]
S 0 - 11 (1) 9.09[0.23-41.28]

() number of CSP-positive mosquitoes



Table 2: Monthly variation in the frequency of the kd7 mutation and the relative frequency of

the two molecular forms of Anopheles gambiae ss

~ Sform*  Kd®  F®®  Mform* Kd® = FR)S
July 0 - - 32 31SS 0
August 3 3RS 0.50 23 3RS+20SS 0.065
11.5% 88.5%
September 23 22RR+1RS 0.98 36 3RR+3RS+30SS 0.125
39.0% 61.0%
October 29 25RR+3RS 0.95 33 2RS+31SS 0.04
46.8% 53.2%
Nov/December 28 24RR+3RS 0.91 37 SRR+7RS+25SS 0.23
43.1% 56.9%
Total 83 71RR+10RS 0.94 161 8RR +15RS+ 137SS 0.097
34.0% 66.0%

* Number of mosquitoes analysed, percentage of molecular forms of An. gambiae
® Genotype of the kdr mutation
¢ Allele frequency of kdr mutation in mosquitoes analysed



Table 3: Variation in the frequency of the acel mutation and the relative frequency of the two

molecular forms of Anopheles gambiae in September and October 2005

~ Sform*  acel™  F®®  Mform*  acel™® FR)®

September 11 IRR+6RS+4SS  0.36 18 ORR+IRS+17SS  0.028
38% 62%

October 15 ORR+IIRS+4SS  0.36 14 ORR+IRS+I3SS  0.036
52% 48%

Total 26 IRR+17RS+8SS 036 . 32 ORR+2RS+30SS  0.033
45% 55%

# Number of mosquitoes analysed, percentage of molecular forms of An. gambiae
® Genotype of the kdr mutation
¢ Allele frequency ofacel® mutation in mosquitoes analysed
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Abstract

Transversal surveys carried out from August to October 2006 at 21 localities across different
climatic zones of Burkina Faso allowed to update i) the distribution of the members of
Anopheles gambiae s.I., ii) their resistance status to DDT and pyrethroids and iii) the
distribution of Leu-Phe kdr associated to pyrethroids/DDT cross-resistance. Globally An.
arabiensis predominated in the Sudan-sahelian zone overlapping the M form in the central
region. The M form predominated from the North extending to the central region in the
Sudan-sahelian zone. The S form was distributed following a gradient West-East being more
concentrated in the Sudan-savannah zone from the West region. The distribution of the
pyrethroids-DDT cross resistance followed also a geographical gradient. Indeed An. gambiae
s.S. populations were mainly resistant both to permethrin and DDT in the Sudan-savannah
being more susceptible in the Sudan-sahelian and sahelian sites. An. arabiensis was fully
susceptible to permethrin and DDT. Except in Orodara an old cotton growth site, all
populations of An. gambiae s.l. tested were fully susceptible to deltamethrin whatever their
provenance. The frequency of kdr ranged from 0.4 to 0.97 in the Sudan-savannah was lower
in the Sudan-sahelian and sahelian zones. Compared to the year 2000, the frequency of kdr
mutation increased greatly in the M molecular form reaching high frequencies (0.6) extended
to the Sudan-sahelian zone where it was formerly absent. It increased also in An. arabiensis
populations even though recorded in one locality averaging a mean value of 0.3 whereas it
was formerly reported only from one specimen in 2000. The role of agricultural use of

insecticides on the spread of kdr gene in An. gambiae s.I. in Burkina Faso was confirmed.

Key words: An. gambiae s.l., kdr, pyrethroid-DDT, cross-resistance, Burkina Faso



Introduction

The two latest decades, the main effort in malaria vector control was focused on the use of
insecticide treated nets (ITNs). Indeed ITNs reduced mortality and morbidity in the target
populations such as 1-5 old children and pregnant women throughout the malaria endemic
areas in Africa (Umberto et al., 1995; Binka et al., 1996; Nevill et al., 1996). To better
implement the vector control program, African countries in 2000 committed themselves to
provide by the end of 2005 prompt and effective treatment and ITNs for 60% of the people at
highest risk of malaria through Roll Back Malaria initiative (WHO, 2002). Such initiatives
were expected to be perpetrating in each country by national program against malaria (PNLP)
in collaboration with many non governmental organisations (NGOs). But particularly in West
Africa, the Leu-Phe- kdr mutation conferring pyrethroids /DDT cross resistance phenotype
within An. gambiae s.l. was observed extending throughout Céte d’lvoire (Elissa et al., 1993;
Chandre et al., 1999), Benin (Akogbeto et al., 1999), Burkina Faso (Diabaté et al., 2002),
Mali (Fanello et al., 2003; Tripet et al., 2007), Ghana (Yawson et al., 2005) and Nigeria
(Awolola et al., 2005). Even though ITNs still achieve a good control in these pyrethroids-
resistant areas (Henry et al., 2005), some decreases of their efficacy have been observed
recently within kdr-M molecular forms of An. gambiae s.s. in coastal Benin (N’Guessan et al.,
2007). With respect to progress on prevention, the number of ITNs distributed increased 10-
fold during the past 3 years in more than 14 African countries. So, it appears crucial to
manage in long terms the efficacy of these ITNs including the long lasting insecticide
impregnated nets (LLINS).

Recently many African countries have reverted to the DDT use with apparent successes in
their malaria control efforts. In this context, our work is dedicated to provide useful
information by updating the resistance status of An. gambiae s.l. in Burkina Faso (West

Africa) early revealed by Diabaté et al. (2002).



These previous works pointed up the spreading of pyrethroids -DDT cross resistance
essentially in the populations of the S molecular form from the sustained cotton areas with
high level of kdr mutation in the populations of the S molecular form. However recent
funding revealed also the occurrence of kdr mutation either in the M molecular form or in An.
arabiensis even though in very low frequencies (Diabaté et al., 2004). The ultimate aim of the
present study is to follow-up the spreading of the kdr mutation within the populations of An.
gambiae s.l. at the country scale in order to provide accurate information to the national

program against malaria (PNLP).

Materials and methods

2.1. Study sites

Burkina Faso covers three ecological zones, ranging from Sudan savannah zone open to arid
savannah zone (Sudan-sahel) extends throughout much of the central part and aridland (Sahel)
in the north. The northern part experiences a dry season of 6-8 months. Rainfall is heaviest in
the south with a relatively short dry season. The varied ecological conditions are reflected in
the different systems of agriculture practiced throughout the country, from arable to pastoral.
All ecological zones support the existence of Anopheles species, the vector of malaria

parasites. Thus, malaria is widespread in the country.

2.2. Collection and identification of mosquitoes

Because larvae samples can be biased with respect to kdr (there may be high levels of
consanguinity among larvae from the same pool), special effort was made to collect adult
anopheles using indoor insecticide spray-sheet catches for global malaria vector distribution

in 21 sites dispersed out in the 3 eco-climatic zones.



To assess the distribution of the status of resistance to pyrethroids throughout the country
anophelines larvae were sampled by transversal collections during the rainy season from
September to October 2006 following in 10 sites averaging two sites per climatic zone (table
1). This period related more precisely the use of insecticides in agriculture and also the
malaria transmission period. Larvae were collected in each locality from breeding sites such
as gutters, tires and swallow wells, pool and standing waters. They were brought back to
insectary and reared to adulthood. Anophelines species were identified morphologically using

standard identification keys of Gillies and Cootzee (1987).

Insecticide susceptibility test

Susceptibility test was performed on 2-3-day-old females using WHO standard vertical tubes
protocol (WHO, 1998). Three insecticide-impregnated papers were used: permethrin 1%
(cis:trans = 25:75), deltamethrin 0.05% and DDT 4% (just to assess cross resistance with
pyrethroids). To check the efficiency of the papers, the wild mosquitoes were tested against a
control reference laboratory colony of An. gambiae s.s. called “Kisumu” 100% susceptible to
the diagnostic concentration of the three insecticides used. After 1 h exposure, mosquitoes
were transferred into insecticides free tubes and maintained on sucrose solution.

Final mortally was recorded 24 h after exposure. The threshold of susceptibility was fixed at
90% for DDT 4% and 95% for the other two active ingredients (WHO, 1998). Dead and
survivals mosquitoes were grouped separately and stored on silicagel after formally identified

as An. gambiae s.l. using morphological keys as described above.

PCR analysis
Both mosquitoes used in bioassay and collected by indoor spraying were processed by PCR

for species identification and molecular characterisation of M and S forms of An. gambiae s.s.



according to Scott et al. (1993) and Favia et al. (2001) respectively. The kdr mutation was

amplified and sequenced according to Martinez-Torres et al. (1998).

Results

Mortality rates

The insecticide susceptibility test showed varying levels of resistance among mosquitoes
sampled from each ecological zone he mortality rate in control (Kisumu strain) was less than
5% so no Abbott correction was necessary during analysis. An. gambiae s.l. populations were
globally resistant to permethrin 1% and DDT 4% in all sites of the Sudan-savannah zone and
in one site of the Sudan-sahelian zone indicating cross-resistance between DDT and
pyrethroid insecticide in these localities. In contrast they were fully susceptible in Sudan-
sahelian and Sahelian zones free of cotton cropping. The permethrin/DDT resistance
distribution overlapped mainly in the areas where the S molecular form predominated. Except
in one old cotton cropping area in the Sudan-savannah zone (Orodara), An. gambiae s.S. was
susceptible to deltamethrin 0.05% irrespective the ecological provenance (figure 1). No An.
arabiensis had survived to the three insecticides used in bioassay irrespective of their

provenance

Distribution of the kdr mutation among An. gambiae s.l.

In a total of the 21 localities sampled in Burkina Faso, the molecular S and M forms of An.
gambiae ss were detected in 17 sites and An. arabiensis in 10 sites. The distribution of species
and molecular forms varied greatly in the country scale following eco-climatic zones. The S
molecular form predominated in the Western Sudan-savannah zone whereas the M molecular
form occurred more frequently in the Sudan-Sahelian and Sahelian zones with a gradient

decreasing from North-East to South-West.



The central areas were characterised by an overlapped repartition of the two forms S and M of
An. gambiae together with An. arabiensis (figure 2). Indeed the M form lived in sympatry
with the S form being more adapted in semi-arid and flooded areas of the Sudan-sahelian and
Sahelian zones.

Except to the Sahelian site, the kdr mutation was found in the two other eco-climatic zones at
varying frequencies (figure 2). The mutation was significantly most spread in the S
populations of An. gambiae from the western Sudan-savannah zone (x°=25.1, df=2, P<0.001)
reaching a maximum frequency of 0.97 decreasing to 0.6 in the central Sudan-sahelian zone.
In the southern Sudan-savannah zone such as Batié characterised by reduced cotton growing
practices, the kdr gene occurred at a frequency of 0.33 which was largely inferior to the mean
frequency (0.9) observed in this ecological zone. Inversely its frequency was higher
respectively 75% and 82% in Kombissiri and Boromo two localities situated in the Sudan-
sahelian zone just up the border of the old cotton belt being superior to the mean value
observed in this ecological zone (0.6).

In the M form, the kdr mutation was observed in 10 sites extended to the Sudan-sahelian zone
where it was formerly absent, at a frequency varying from 0.1 to 0.6. These sites were mainly
concentrated in the cotton growing areas (figure 2). The proportion of individuals
homozygous for kdr gene (RR) within this form reached 12% (17/144) and 16% (16/144) of
heterozygous (RS) vs. only 2.3% (4/173) of heterozygous reported in 2000. In the year 2000,
it has been reported only in one site namely VK7 at the frequency of 0.02 corresponding to an
increasing at least of 58% in the present study. Unexpectedly the frequency of this mutation in
the M populations was significantly higher in the Sudan-sahelian (3°=6.56, df=2, P<0.05)
than in the Sudan-savannah zone (figure 3).

The kdr mutation was also found in An. arabiensis populations from one site in the south of

the Sudan-sahelian zone (Manga) at a relatively high frequency of 0.3.



That was significantly superior to that observed in 2000 from only one specimen by Diabaté
et al. (2004) in Soumousso, another site located in Sudanian savannah (x?=4.43, df=1,
P<0.05). From the three individuals found in the present study holding this mutation, one
(1/3) was homozygous (RR).

Globally the frequency of the kdr mutation was low in the central sites of the Sudan-sahelian
zone surrounding Ouagadougou. The kdr frequency was highest in the sudanian areas where
also at the operational level the resistance was detected in wild populations of An. gambiae
s.s. (figure 3). The kdr mutation seemed to be the main resistance mechanism involved in the
permethrin-resistance as the mortality rate was correlated to the allelic frequency of the kdr

mutation within the population tested (figure 4).

Discussion

Distribution of malaria vectors in the country scale

Irrespective to the method used in malaria vector control accurate information either on
mosquito identification or their geographical distribution are required. Even though most is
known on the distribution of An. gambiae complex and chromosomal forms in different
environmental set-ups in West Africa (Touré et al., 1998; della Torre et al., 2005) the
distribution of the molecular M and S forms is still crucial. In Burkina Faso the distribution of
these two molecular forms of An. gambiae s.s. followed a specific climatic gradient
concentrating the S form in the western Sudan-savannah zone whereas the M form
predominated in the Sudan-sahelian and Sahelian zones overlapping the distribution of An.
arabiensis in the central aridlands. This pattern of distribution was similar to that observed in
the other West African countries presenting the same eco-climatic set-ups from Mali to
Nigeria (Fanello et al., 2003; Yawson et al., 2004; Awolola et al., 2005, della Torre et al.,

2005).



But locally in human modified-locale especially into irrigated areas some major variations can
occur. Indeed in VK5 and VK7 located in rice growth areas from Sudan-savannah, only the M
form was present all year long whereas the two forms were found in sympatry in VK7 during
the rainy season. But globally no significant variation was found in the frequency of these

molecular forms compared to that observed by Diabaté et al. in 2000.

Resistance status and frequency of kdr mutation gene

Although ITNSs still achieved a good control of An. gambiae s.l. populations in kdr resistant
areas (Darriet et al., 2000; Henry et al., 2005), some decrease of ITNs efficiency have been
observed recently within kdr-M molecular forms (identified as “forest” cytotype) of An.
gambiae s.s. in coastal Benin (N’Guessan et al., 2007). But the problematic seemed different
inlands where mostly the S form (identified as “savannah” cytotype) carried kdr mutation.
The earlier results on the efficacy of ITNs reported in Cote d’Ivoire revealed that they still
controlled the kdr-resistant population of the S form which could have different behaviour in
host seeking through the ITNs than the kdr M form reported in coastal Benin. Formerly the
kdr mutation was recorded at very low frequency in the M form population inlands by .
Nowadays, it was evident that the frequency of this mutation was progressing in the M form
distribution indicated that it occurred at low frequency of 0.02 and was reported only in one
locality from the VK7 village in 2002 (Diabaté et al., 2003). Our study confirms that An.
gambiae s.l. populations are resistant to permethrin and DDT in the major part of Burkina
Faso (Diabaté et al., 2002). However the geographical distribution of this resistance shows
varying patterns decreasing from Sudan-savannah to Sahelian zones. This could be due to i)
that kdr gene the main mechanism of pyrethroid resistance identified in West Africa (Chandre
et al., 1999, Diabaté et al., 2004) is associated to the S and now to the M molecular forms

largely distributed in the south-western region and to ii) the intensive agricultural use of



insecticide in these areas selecting thus resistance as revealed by Diabaté et al. (2002). Indeed
the south-western region of Burkina Faso includes the cotton belt covering more than 90% of
cotton cropping surface of the country.

Additionally the kdr mutation was found increasing among the M molecular populations in 10
sites extended from the cotton growing belt to the Sudan-Sahelian zones. This result suggests
a high spread of kdr mutation in this form formerly found only in one site from VK7 in
Sudan-savannah at the frequency of 0.006 in 1999 and 0.02 (4/173) in 2000 (Diabaté et al.,
2003).

Less than ten years, this mutation occurring in the M form probably through genetic
introgression as already shown (Diabaté et al. 2004) from the S form is still spreading quickly
across the Sudan-savannah zone extending to some cotton growth areas of the Sudan-Sahelian
zone as indicated by the proportion of homozygous individuals (17 RR+16 RS) and by its
relatively high frequency (0.3 in 2006 vs 0.02 in 2000). Of course the high spread of this
mutation within the M form is well known and described in the littoral (Fanello et al., 2000)
but its high spreading inlands is recent and must be investigated in large scale in other similar
ecological conditions in West Africa. Indeed previous works carried out locally in Burkina
Faso predicted its quicker spreading in the M populations if exposed to high insecticide
pressure (Diabaté et al. 2004). The frequency of this mutation increased also greatly within
An. arabiensis populations (1IRR+3RS) compared to the year 2000 where only one individual
was reported holding this mutation after extended investigation in Soumousso a humid
savannah locale (Daiabté et al., 2004).

The occurrence of homozygous specimen suggests that this gene is still spreading. This result
seems surprising because the present locality even though situated in Sudan-Sahelian zone is

not exposed to more insecticide pressure compared to the western regions.



Overall the kdr frequency was higher in the western region located in the Sudan-savannah
zone. This zone presented also low mortality rates to permethrin and DDT in operational
level. The role of agriculture on resistance selection is also well confirmed (Lin, 1988;
Diabaté et al., 2002) by this present study because either the resistance level or the kdr
frequencies were lower in the Sudan-Sahelian and Sahelian sites even they developed
vegetable growth using insecticides but in low scale. These results suggest also that domestic
use of insecticides such as coils and aerosols by households to protect themselves against
mosquito’s nuisance is very secondary in the resistance gene selection because all cities
located out the cotton belt were free or presented very low frequency of kdr. The domestic use
of insecticides must be determinant if the localities were situated in intensive agriculture zone
acting thus in synergy rather than principal role of pressure. If it is true that the occurrence of
kdr mutation resulted from to the S molecular form which had developed early pyrethroid-
DDT cross resistance, the high spreading of this mutation both in M form and An. arabiensis
is very worrying. Indeed the resistance will be extended in the Sudan-Sahelian and Sahelian
zones mostly dominated by the M form of An. gambiae and An. arabiensis. Of course the
main ITNs used in this area were deltamethrin impregnated nets, but more efforts can be done

for the management of kdr resistance.

Conclusion

This work summarises the distribution of pyrethroid-DDT cross resistance in the malaria
major vector. Indeed while tendency in vector control is favourable to the reintroduction of
DDT in indoor sprays, this work provides crucial information in vector resistance status
pointing up a cross resistance between pyrethroid and DDT throughout Burkina Faso and

could constitute a technical background for health policy makers.
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Table 1: study sites: their geo-references, climatic and environment characteristics and the

main cropping practices

Site Longitude Latitude  Climaticarea  Environment Main crop
Bama centre VK5* 42442 W 11.2314 N Sudan-savannah rural Rice
Bama periphery 42459 W 11.2410 N Sudan-savannah rural Rice/cotton
VK7**

Soumousso** 4.0243 W 11.0054 N Sudan-savannah rural Cotton
Dori** 0.0134 W 14.0258 N Sahelian rural Food
Gaoua* 3.1025W 10.1929 N Sudan-savannah  sub-urban Food

Banfora** 44528 W 10.3736 N Sudan-savannah  sub-urban  Sugarcane/cotton

Niangoloko* 3.0833 W 10.2667 N Sudan-savannah  sub-urban Cotton

Batié** 9.270 W  2455N Sudan-savannah rural Food/cotton
Orodara** 45429 W 10.5825 N Sudan-savannah  sub-urban Fruiterer/cotton
Houndé* 3.3120 W 11.2935 N Sudan-sahelian sub-urban Cotton
Boromo** 25519 W 11.4444 N Sudan-sahelian sub-urban Cotton

Dédougou** 3.2739 W 12.2527 N Sudan-sahelian  sub-urban Cotton
Nouna* 3.335 W 12.37N  Sudan-sahelian  sub-urban Cotton
Nanoro* 1.2683 W 18.167 N Sudan-sahelian rural Food
Kaya** 1.0516 W 13.0515 N Sudan-sahelian  sub-urban Food

Koupela* 0.2115W 12.1052 N Sudan-sahelian  sub-urban Food
Manga* 1.140 W 10.5N Sudan-sahelian  sub-urban Food/cotton
Koubri* 1.2163W 13.886 N Sudan-sahelian rural Food/market
Kombissiri* 1.204 W 121N Sudan-sahelian ~ sub-urban Food/cotton
Fada-N’Gourma*  0.2139E 12.0317 N Sudan-sahelian  sub-urban Food
Bobo-Dioulasso**  4.1730 W 11.1041 N Sudan-savannah urban Market
Ouagadougou** 1.3040 W 12.2008 N Sudan-Sahelian urban Market

Market: market gardener
Food: food-production culture
*: indoor catches and PCR

**: indoor catches+larva+bioassay and PCR
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PoruraTioN AND CommMuNITY ECOLOGY
Mixed Swarms of the Molecular M and S Forms of Anopheles gambiae
(Diptera: Culicidae) in Sympatric Area from Burkina Faso
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ABSTRACT The M and S molecular forms of Anopheles gambiae sensu stricto Giles are thought to
be reproductively isolated through premating barriers. However, the exact mechanisms of recognition
of conspecific partners are unknown. Because mating in An. gambiae occurs in swarms, one might
expect swarming behavior between the M and S forms to be different and that this probably reduces
the risk of contact between males and females of the different forms in areas where they are sympatric.
We report the occurrence of four mixed swarms, containing males of M and S forms, out of a total
of 26 swarms sampled in Soumousso, a typical savannah village of Burkina Faso, West Africa. However,
the frequency of mixed swarms was lower than that expected by chance. This observation suggests
partial segregation between the swarms of the molecular forms, which may contribute to their
isolation. Because the frequency of mixed swarms seems too high to explain the low frequency of
cross-mating and hybrids, we suggest that mate recognition in a swarm is more important than swarm

segregation.

KEY WORDS mixed swarms, molecular M and S forms, Anopheles gambiae, mating behavior

The issue of reproductive isolation within Anopheles
gambiae sensu stricto Giles has generated much de-
bate. This species is highly polymorphic and is further
subdivided into five forms that differ in their chro-
mosomal inversion arrangements (Coluzzi et al. 1985,
Touré et al. 1998, Coluzzi et al. 2002). These chromo-
somal forms seem more or less genetically isolated in
the field, presumably through prezygotic barriers be-
cause viable and fertile hybrids have been obtained in
the laboratory (Di Deco et al. 1980, Persiani et al. 1986,
Touré et al. 1998). Cytogenetic analysis, however, is
not a precise way to evaluate the degree of hybrid-
ization between forms because of the presence of
cryptic “heterokaryotypes” that are difficult to iden-
tify and the adaptive nature of inversions strongly
exposed to selection (della Torre et al. 2001, Coluzzi
et al. 2002, Wondji et al. 2002). Recent studies using
molecular markers such as X-linked ribosomal DNA
suggested the existence of only two entities within An.
gambiae that are referred to as M and S molecular
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forms (Favia et al. 2001). A deficit of hybrid M/S
individuals has been observed in the field (della Torre
etal. 2001). Although postmating barriers between the
chromosomal forms have not been found (Di Deco et
al. 1980, Persiani et al. 1986, Touré et al. 1998), no
studies have evaluated postmating between the mo-
lecular forms. There are data that are consistent with
the hypothesis of premating reproductive isolation
between M and S (Tripet et al. 2001), but little is
known on the structure of mating between the forms
in the field.

Mating systems based on aerial male aggregations
that function as encounter sites for mate-searching
females have evolved repeatedly in various groups of
insects (Sullivan 1981, Cooter 1989). In most swarm-
ing species, the swarms are composed of males. Fe-
males typically approach a swarm, acquire a mate, and
leave in copula. The way the sexes are attracted to
each other may contribute to specific mate recogni-
tion systems, which may prevent hybridization. The
mechanisms that result in assortative mating in An.
gambiae are still unknown. The hypothesis that flight-
tone is used for mate recognition by sympatric An.
gambiae and Anopheles arabiensis Patton (Brogdon
1998) was not confirmed by field studies (Wekesa et
al. 1998). Recently, Tripet et al. (2004, 2005) did not
find a difference in wingbeat frequency and sex pro-
teins between the molecular M and S forms of An.
gambiae. Studies on the swarming and mating behav-
ior in the field suggest that males of An. gambiae avoid
contact with interspecific partners mainly by swarm-
ing at different heights above markers such as those
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Table 1. Frequencies of the molecular forms of An. gambiae collected from 26 swarms
Swarm Collection date (2004) Location” SM_ 3S_ No. ¢
1 23 Aug. 1 0 20 0
2 23 Aug. 2 7 14 0
3 23 Aug. 3 0 34 1
4 23 Aug. 4 0 23 0
5 23 Aug 5 0 37 0
6 24 Aug. 1 0 12 0
7 24 Aug. 2 0 28 1
8 24 Aug. 3 0 46 2
9 24 Aug. 4 0 7 0
10 24 Aug. 5 5 23 0
11 24 Aug. 6 2 16 0
12 24 Aug. 7 0 17 0
13 25 Aug. 3 0 13 0
14 25 Aug. 5 0 21 1
15 25 Aug. 6 0 19 0
16 22 Sept. 1 0 17 0
17 22 Sept. 3 0 19 0
18 22 Sept. 5 0 16 0
19 22 Sept. 6 0 12 0
20 23 Sept. 1 0 9 0
21 23 Sept. 2 0 11 0
22 23 Sept. 3 0 49 1
23 23 Sept. 4 0 6 0
24 23 Sept. 5 0 11 0
25 23 Sept. 6 0 23 0
26 23 Sept. 7 3 8 0
Overall 17 (3.2%) 511 (96.8%) 6 (100%)

All six females collected were of the S form. Homogeneity of form composition across swarms was applied only to males. Homogeneity of
form composition across swarms (males only) was rejected P < 0.0001 by using contingency table exact test.

“ Location is a unique identifier of the swarm location defined by the projection of the center of a swarm onto the ground. If a location of
a given swarm fell within 10 m from that of a previous swarm, the previous location identifier was used.

formed between grass areas and footpaths or bushes
and secondarily by swarming at different times (Char-
lwood et al. 2002). Therefore, one might expect dif-
ferent swarming behavior between M and S forms that
reduces contact between males and females of the
different forms in areas where they are sympatric.

Materials and Methods

A survey of the swarming and mating behavior of
An. gambiae was undertaken in Soumousso (11°00" 46’
N, 4°02' 45 W), a typical village in the savannah area
of Burkina Faso, West Africa, where both M and S
forms of An. gambiae coexist. Anopheles funestus Giles
and Anopheles nili Theobald also are found there and
contribute to malaria transmission. The highest den-
sity of An. gambiae occurs in September and is ~30
bites per human per night. The relative frequencies of
the two molecular forms of An. gambiae change over
time. The M form is predominant from December to
June and the S form from July to November. Swarms
were sampled with an insect net. Mosquitoes were
aspirated into cups, killed with chloroform, identified,
counted, and placed on silica gel in tubes. The location
of the swarm, the time of collection, and the height
above the ground were recorded. Indoor resting mos-
quitoes also were collected using aspirators in this
village during the same time and processed as de-
scribed above. Genomic DNA was extracted from sin-
gle mosquitoes and polymerase chain reaction (PCR)
was used to amplify the intergenic spacer of the (DNA

to identify the molecular forms as described previ-
ously (Favia et al. 2001).

We tested whether the observed number of mixed
swarms agreed with expectation based on random
sampling from a binomial distribution with the ob-
served form composition estimated from a sample of
indoor resting females from the same time and area.
We drew 5,000 random sets, each of 26 samples with
the same sample sizes as in our actual samples from
swarms. For each random set, the number of mixed
swarms was recorded. The distribution of these 5,000
values represented the expected distribution of mixed
swarms (out of 26 samples) given the form composi-
tion and actual sample sizes. If our observed count of
mixed swarms fell outside the central 95% of this dis-
tribution, we would reject the hypothesis that the
swarms represented a random collection of males from
a population with these frequencies. Contingency ta-
ble analysis was used to test homogeneity of form
composition in males across swarms. Exact test was
used because of the presence of cells with expected
values lower than 5. Statistical analysis was performed
using SAS (SAS Institute 1999)

Results

A survey of swarms in Soumousso was conducted in
August and September 2004, when the composition of
the S and M forms based on indoor females collection
(n = 71) was 82 and 18%, respectively. In total, 26
swarms of An. gambiae were sampled, yielding 528
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Fig. 1.
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Distribution of the number of mixed swarms expected out of 26 samples based on 5,000 sets of random samples

drawn from a binomial distribution. The probability of success in the binomial distribution was 18.2%, based on the form
composition in indoor resting female collection in the same time and area where swarms were collected. Observed number

of mixed swarms is shown by the arrow. See text for details.

male and six female An. gambiae (Table 1). Of these
26 swarms, four were composed of M and S males
(Table 1). The other 22 swarms collected were ex-
clusively of the S form. Only six females of the S form
were collected from the latter 22 swarms, and no
females were collected from the mixed swarms. All the
specimens collected from swarms were PCR identi-
fied. An. arabiensis was not collected in these swarms
in accordance with its low frequency in this area
(Diabaté et al. 2004). Based on the composition of the
two molecular forms with indoor females collection,
the expected number of mixed swarms out of 26
swarms was calculated and was found to be signifi-
cantly higher than the number of mixed swarms ob-
served, suggesting partial segregation in the swarming
behavior of the two forms (Fig. 1). Even considering
swarming males alone, homogeneity of form compo-
sition across swarms was rejected by contingency ta-
ble analysis (Table 1; P < 0.0001 exact test). However,
we could not find any difference between mixed and
nonmixed swarms’ general characteristics, such as the
height above the ground, place of collection, time of
collection, and movement. They were collected from
1 to 3 m above the ground; however, they could fly up
to 4 m above the ground. Swarming always began 5 to
10 min after sunset by one or two males who were
progressively joined by other males. After the swarm
had formed, mosquitoes flew around a pivotal position
occasionally moving forward, backward, or up and
down. We could not associate any physical marker,
such as a tree or a fence, with the sites where swarms
were found (Diabaté et al. 2003). In the seven swarm-
ing sites, three were in open flat areas, one at the edge
of a cornfield, one near a shed, one close to cow herd,
and one above grasses. There was no exclusive spot for
mixed swarms (Table 1).

Discussion

Most investigators have found swarms of mosqui-
toes to be composed of males of a single species, even
when several species were swarming in the same area
(Clements 1999). However, mixed swarms of An. gam-
biae and An. arabiensis have occasionally been re-
ported, suggesting that segregation of swarms in time
and space was not the key to the reproductive isolation
of these sibling species (Marchand 1984). The lower
than expected frequency of mixed swarms reported
here revealed differences in swarming behavior be-
tween the molecular forms that may contribute to
reduced cross-mating between them. However, if
these four mixed swarms out of 26 would succeed in
mating regardless of the molecular form, this would
result in a high estimate of cross-mating. Previous
results from Soumousso did not find any hybrid be-
tween M and S (Diabaté et al. 2004). Indeed, low
frequency of cross-mating, 1.4% (Tripet et al. 2001) or
hybrids 0.0026% (della Torre et al. 2001) has been
reported from the field. Together with these previous
results, our data suggest that mate recognition in a
swarm is more important than swarm segregation to
explain assortative mating. The occurrence of mixed
swarms does not imply that cross-mating and hybrid-
ization will occur in such swarms. We hypothesize that
An. gambiae females are important in mate recognition
because mated females are able to evade copulation
attempts by males, thus preventing further insemina-
tions (Charlwood and Jones 1979). We did not find
swarms composed mostly or exclusively of the M form,
but the relatively low proportion of the M form in the
swarms (Table 1) compared with that we observed in
indoor females collection (18%) suggests that such
swarms do exist.
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This is the first report of mixed swarms of M and S
forms of An. gambiae. Further studies of mate recog-
nition and swarming behavior of this mosquito species
will be valuable to understand speciation in An. gam-
biae and gene flow between them that determines the
spread of traits such as insecticides resistance and
transgenes (della Torre et al. 2002).
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Abstract

The seasonal patterns of swarming in Anopheles gambiae Giles s.s. M and S molecular forms
were investigated from July 2005 to October 2006 in Soumousso and Vallée du Kou (VK?7),
two areas of western Burkina Faso where these forms are sympatric. In Soumousso, a wooded
savannah, 2 710 mosquitoes (2 671 males) and 25 pairs caught in copula were sampled from
25 swarms. Whereas, only 16% (1/6) of swarms contained both forms (mixed swarms) in July
2005, the number of mixed swarms was significantly greater in July 2006 (100%; 6/6) and
October 2006 (40%; 2/5). All single-form swarms were of the S form. In Vallée du Kou, a
rice growing area, 17 543 mosquitoes (17 266 males) and 124 pairs caught in copula were
sampled from 33 swarms. These swarms were exclusively composed of the M molecular form
in 2005, but in 2006 some mixed swarms were sampled in the same area toward the end of the
rainy season, with a frequency of 29% (2/7) in September 2006 and 80% (4/5) in October
2006. Of the 149 pairs caught in copula inside swarms from both sites, 97.3% (145/149)
consisted of homogenous pairings of the two forms. Of the 145 homogenous pairs, 91 were
caught in mixed swarms. Only 4 copula caught in mixed swarms were of mixed-form pairs,
although the sperm in all 4 of those females were identified by PCR to be of the same form as
the female, and not from the male in the mixed pair. These results indicate that successful
mating occurred exclusively between mosquitoes of the same form. This finding suggests that
although the two forms swarmed together, the mating process is likely to be affected by
unknown intraspecific recognition factors.

Key-words. Anopheles gambiae s.s., mating, mixed-swarm, molecular S and M forms,
Burkina Faso.



Introduction

Recent advances in the genomic and molecular genetic analysis of Anopheles gambiae Giles
s.s., the major malaria vector in Africa, has increased the prospects of using genetically
modified mosquitoes in malaria control (Moreira et al., 2004; Hemingway, 2004;
Christophides 2005; Speranca & Capurro, 2007). The use/release of such genetically modified
vectors, however, requires a proper understanding of potential interactions with naturally
occurring populations. This malaria vector is a member of a species complex, and hence has
accumulated genetic heterogeneity over the generations, suggesting the existence of a process
of genetic reproductive isolation.

The basis of reproductive isolation within the An. gambiae s.S. species and, more broadly, the
related process of incipient speciation has generated much debate (Della Torre et al., 2002;
Coluzzi et al., 2002). This mosquito species is highly polymorphic and has been subdivided
into at least five chromosomal forms that differ in their inversion arrangements (Coluzzi et
al., 1985; Tour¢ et al., 1998; Coluzzi et al., 2002). These chromosomal forms appear more or
less genetically isolated in the field, presumably through prezygotic barriers, since viable and
fertile hybrids have been obtained in the laboratory (Di Deco et al., 1980; Persiani et al.,
1986; Touré et al., 1998). Cytogenetic analysis, however, is not a precise way to evaluate the
degree of hybridisation between forms because of the presence of cryptic ‘heterokaryotypes’
impossible to identify with confidence, and also the adaptive nature of inversions strongly
exposed to selection (della Torre et al., 2001; Wondji et al., 2002; Coluzzi et al., 2002).
Recent studies based on molecular markers such as X-linked ribosomal DNA merged these
chromosomal forms into two entities referred to as the ‘M’ and ‘S’ molecular forms (Favia et
al., 2001). Although viable hybrids of these molecular can be obtained in the laboratory, M/S
hybrids are very rare in nature (della Torre et al., 2001), and we do not yet know how the

reproductive barriers between these molecular forms function.



Mating systems based on aerial male aggregations that function as encounter sites for mate-
searching females have evolved repeatedly in various groups of insects (Sullivan, 1981;
Cooter, 1989). Swarms consist mainly of males. Females typically approach a swarm, acquire
a mate, and leave in copula. The way the sexes behave in a swarm may contribute to species-
specific mate recognition systems, which prevent hybridisation. Charlwood et al. (1979)
suggested that males of An. gambiae s.s. avoid contact with inter-specific partners mainly by
swarming at different heights above a marker, and secondarily by swarming at different times.
In this respect, one might expect M and S forms to swarm differently, which would reduce the
chances of contact between males and females of the different forms where they are
sympatric. In support of this hypothesis, Tripet et al. (2001) observed assortative mating
between the forms in the field. However, recent data on both wing-beat frequencies and male
accessory gland substances failed to explain the mechanisms of this assortative mating (Tripet
et al., 2003; 2005). Nonetheless, evidence of a strong pre-mating barrier between these two
forms continues to accumulate. In a rice growing area where both M and S molecular forms
occur sympatrically, only swarms of the M form have been discovered (Diabaté et al., 2003),
and although mixed swarms of the two forms have been collected in a savannah area, albeit at
a low frequency (Diabaté et al., 2006), there is a consistent deficit of hybrids in this area.
Based on these findings, the goal of the present study was to extend the 2005 investigation,
and explore more fully the behavioural dynamics of the two forms in the same areas in
relation to sexual interactions within swarms. The ultimate aim of the study is to elucidate the

way pre-zygotic barriers lead to assortative mating between the two forms.



Material and methods

Sampling sites

Soumousso (11°00°46”N, 4°02°45”W) is a typical Guinean savannah village situated ~55 km
east of Bobo-Dioulasso, the second largest town of Burkina Faso. There are two distinct
seasons, with the heaviest rainfall from May - October (annual average of 1000-1200 mm).
The breeding sites consist mostly of rain-filled puddles and a semi-permanent swamp suitable.
Three main malaria vectors are found in this village, including An. gambiae of both M and S
molecular forms, An. funestus Giles and An. nili (Theobald). Anopheles arabiensis Paton is
occasionally reported at low frequencies (<5% of An. gambiae s.1. samples). Since 2003 we
have studied swarming behaviour in An. gambiae M and S molecular forms, which are
sympatrric in this area. Mixed-swarms have been collected there for at least the previous two
years (Diabaté et al., 2006).

Vallée de Kou (11°24°N; 04°24°W) is ~ 30 km north-west of Bobo-Dioulasso in the valley of
the Kou River, a region where extensive rice cultivation was developed and practised since
the 1970s. This area contains seven villages covering 7,200 ha surrounded by wooded
savannah. As the Kou River flows all year round, it offers a permanent source of water for
irrigation, hence allowing two crops of rice per year (July-November and January-May).
Because of irrigation, the rice fields are highly productive permanent mosquito breeding sites.
Additional anopheline breeding sites include depressions and rain puddles. Both molecular
forms M and S of An. gambiae are recorded at high densities during the rainy season,
especially for the M form, with mean biting rates as high as ~ 200 bites person ' night '
(Baldet et al., 2003). Since 2003, swarms of An. gambiae M form have been and associated
ecological parameters have been monitored regularly (Diabaté et al., 2003) in village 7

(VK7).



Mosquito collections from within the swarms, indoors and outdoors

Mosquitoes and coupled-pairs were sampled from swarms using sweep nets. Indoor-resting
females were collected by spraying village huts with a knock-down dose of pyrethroids.
Female mosquitoes were knocked-down and immediately retrieved from white sheets laid on
the floor of sprayed huts. In 2006 mosquitoes were also collected outdoors by manual
aspiration in abandoned houses in Soumousso and VK7 and from wood stored outside near
the swarming areas in VK7. The wood piles were covered by a large net and mosquitoes

dispersed in the net were collected by manual aspiration.

Processing of mosquito samples

Abdomens of females collected in September and October 2006 were kept in alcohol and
stored at -20°C for further analysis of insemination status and the identity of spermatozoa.
The insemination status of females was ascertained by dissecting the spermatheca in their
abdomens and checking for the presence of spermatozoa. The females and the sperm were
then analysed by PCR to identify their respective molecular forms.

Sub-samples of ~ 60 mosquitoes per swarm from at least five swarms were randomly selected
each month for PCR analysis to determine their molecular form. All mosquitoes caught in
copula were also identified by PCR. Because of the low proportion of An. arabiensis in the
study sites, field-collected mosquitoes belonging to the An. gambiae complex were assumed
to be An. gambiae s.s and identified directly for their molecular forms according to Favia et
al. (2001). The few specimens which failed to be identified by this protocol were likely to be
An. arabiensis, and were therefore re-tested to identify them to species using the PCR

technique described by Scott et al. (1993).



Results

Seasonal variation of swarm composition

The S form predominated in Soumousso, throughout the study period (Fig. 1). How can you
have so many M form in July 05 when there are no pure swarms of M and just one mixed
swarm, and in Aug 06 there appear to be no M form in Fig. 1, but there is a mixed swarm?
The proportion of the M molecular form was significantly lower than the S form overall,
irrespective of the month (3°=178, df=2, P<0.001). In 2005, only one mixed swarm was
recorded (July), at a frequency of 16.6% (1/6) and in 2006, numerous mixed swarms were
found at frequencies ranging from 100% to 20%, respectively, from July - October 2006
(Table 1).

The M form predominated in VK7 throughout the study period (Fig. 2), and mixed swarms
were observed only in 2006 toward the end of the rainy season, at a frequency of 29% (2/7)
and 80% (4/5) in September and October, respectively. The overall proportion of the S form
was significantly lower than that of the M form (y’=152, df=2, P<0.001), however the

proportion of S form was higher in September and October (Fig. 2).

Mixed pairs in copula within the S and M swarms

Of the 149 pairs caught in copula inside swarms from both sites (25 from Soumousso and 124
from VK7), 97.3% (145/149) consisted of homogenous pairings of the two forms (Table 2).
In Soumousso, all pairings came from S-form swarms in July & August 2006 and were
composed exclusively of S-form pairs. In September and October 2006, however, 9 pairs
were collected from mixed swarms, 8 of which were S-form pairs, and 1 was of an °S-
female/M-male’ pair. In VK7, all pairings came from M-form swarms in July and August

2006, and were composed exclusively of the M-form pairs.



Those collected in September and October 2006, however, (n = 87 pairs) came from mixed
swarms and were composed mainly of same-form pairs (39 of M-form and 45 of S-form),

although 3 mixed pairs were found (1 of ‘M-female/S-male’ and 2 of ‘S-female/M-male’).

Molecular status of inseminated females and their sperm

Out of 101 inseminated-females, collected from swarms, and from indoor and outdoor resting
sites, 42 were of the M form and 59 were of the S form. All the inseminated females were
found to contain sperm from a male of the same molecular form as the inseminated female,

including the four females found in ‘mixed-form’ pairs (Table 3).

Frequency of M and S molecular forms indoors and outdoors

Indoor collections. In Soumousso, the frequency of the two molecular forms caught indoors
was similar to that observed in swarms. The S form was dominant throughout the sampling
period (y*=42.3, df=2, P<0.001), although in July 2005 and 2006, the frequency of the M
form increased greatly, to a peak of 36 and 39%, respectively (Fig. 3A).

In VK7, the M form was the most frequent, irrespective of the sampling period (x’=73.4,
df=2, P<0.001). Indeed, except in August and October 2005 and also in October 2006, all
mosquitoes analysed by PCR were of the M form. In 2005, the S form started appearing
toward the end of August at a low frequency (6%), reaching a maximum peak of 29% in
October. Similarly, in October 2006, the frequency of the S form reached 23% (Fig. 4). In
general, the frequency of the two molecular forms collected indoors was similar to that

observed in the swarms.



Outdoor collections. In Soumousso, the S form was dominant in outdoor catches and did not
differ significantly to those of indoor collections performed at the same period (September
and October; ¥’=1.97, df=1, P>0.05). A few An. arabiensis (less than 10%) were found (Fig.
3B). In VK7, the frequency of forms for outdoor catches was not similar to that for indoor
catches. In abandoned houses, the frequency of the S molecular varied, reaching a peak value
of 40% in October (y*=12.3, df=2, P<0.01). A few An. arabiensis were also found in
abandoned houses at a low frequency of < 5% (Fig. 5A). In the outside stored wood, however,
the S form was predominated (x*=9.47, df=1, P<0.01), except in August (Fig. 5B). The S

form was more exophilic than the M molecular form in this area (x*=38.9, df=1, P<0.001).

Discussion

Since 2003, the pre-mating reproductive barriers between the molecular forms M and S of An.
gambiae s.s. has been investigated in relation to swarming behaviour in the field. Initially,
only swarms of the M form were reported in the study area of VK7 and no mixed swarms
were found (Diabaté et al., 2003). These findings indicated the existence of a strong pre-
mating reproductive barrier, which could be based on temporal or spatial differences in swarm
formation between the two forms, as proposed by Charwood et al. (2002). In 2004, a few
mixed swarms were observed in Soumousso, a wooded savannah village, which were largely
dominated by the S form. The frequency of mixed swarms was, however, much lower than
expected from the relative frequencies of the M and S forms in the indoor and outdoor
collections, where, for example, the proportion of M form collected indoors was as high as
18% (Diabaté et al., 2006). After extended investigations from July 2005 to October 2006, we

observed high frequencies of mixed swarms varying with season at the two sites.



Of particular interest is our finding that the majority of mating pairs (copula) collected from
mixed swarms were composed of ‘same-form’ pairings, i.e. a male and a female of the same
form. Even more surprisingly, however, was that females from all 95 pairs caught in mixed-
swarms were carrying sperm from the ‘same-form’ male. Even in the case of 4 mixed-form
pairs, the sperm was not from the male she was caught with, but from a male of her own form.
This is evidence for strong assortative mating between forms, even within mixed swarms and
is consistent with the low frequency of M/S hybrids or between-form insemination rates
reported earlier (Tripet et al., 2003). These results also indicate that the low level of cross-
pairing between forms in the field is the result of mate choice rather than the outcome of
natural selection against hybrids.

The high frequencies of mixed swarms and the occurrence of mixed pairs would suggest a
reasonably high likelihood of cross-mating. However, in addition to the lack of evidence of
cross-form insemination, no hybrid M/S mosquitoes were found in the indoor or outdoor
collections from either site, indicating that mixed swarms and/or mixed pairings do not appear
to lead to cross-mating and hybridization.

In summary, our findings clearly indicate the existence of a strong mechanism of assortative
mating between these two forms in the fields, consistent with similar evidence from Mali and

Burkina Faso (Tripet et al., 2005; Diabaté et al., 20006).
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Table 1: frequency of mixed swarms in Soumousso and VK7 samples

Sampling period Nb of swarms tested An. gambiae M An. gambiae S Mixed swarm

VK7
July-05
August-05
Oct-05
July-06
August-06
Sept-06
Oct-06
Soumousso
July-05
August-05
Sept-05
July-06
August-06
Sept-06
Oct-06

N 9N 3 DN

DN D D O D N

— QN J D

S OO OO OO

S OO OO OO

Wk OO O WM

ANV OO O OO

N = — QN O =

13



Table 2: Molecular identification of the pairing mosquitoes caught in copula in VK7 and

Soumousso
Locality/Date  Nb of pairs tested M pairs S pairs  Mixed pairs %
VK7
July-06 13 13 0 0 0
Aug-06 24 24 0 0 0
Sept-06 24 22 2 0 0
Oct-06 63 17 43 3 4.7
Total 124 76 45 3 241
Soumousso
July-06 1 0 1 0 0
Aug-06 15 0 15 0 0
Sept-06 8 0 1 12.5
Oct-06 1 0 1 0 0
Total 25 0 24 1 4
| 3 Ax wawsbars Borm M An. gembios bim 3

Taly05  Aug05 Sept-05 July0§ Aug06 Sept06 OR-06

Fig. 1 Soumousso swarms - proportion of M and S molecular forms identified in samples of ~
60 mosquitoes from at least 5 swarms per column (n ~ 300 mosquitoes per column).
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| CO Ax grwhioe form M Aw. grchiae Borm S

1

July-05 Aug05  Oct05 July06 Aug06  Sept-0€  Oct-06

Fig. 2 Vallée du Kou (VK7) swarms - proportion of M and S molecular forms identified in
samples of ~ 60 mosquitoes from at least 5 swarms per column (n ~ 300 mosquitoes per
column).

An. gambige M form [] An genbige S form M. arabienss I

N a .

July-05 Aug0> Sept0> Jul-06 Aug06 Sept-06 Oct-06 Sep06  Ou-06

Fig. 3 Soumousso resting site samples — proportion of species and molecular forms collected
from A) indoor resting sites in village huts and B) outdoor resting sites in abandoned huts.
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| ] Ax gawehice form M Ax. grvebice Bsrm S

10

July05  Ang-03 Oct05 July06 Aug05  Sept-08  Oct-05

Fig. 4 Vallée du Kou (VK?7) resting indoor site samples — proportion of species and molecular
forms collected from indoor resting sites.

[ ] An gambias form M An. gambige ferm s [ Aw orabiersis

4

Aug-06 Sept-06 Oct-06 Ang06 Sept-L6 Oct-06

Fig. 5 Vallée du Kou (VK7) resting outdoor site samples — proportion of species and
molecular forms collected from A) outdoor resting sites in abandoned huts and B) wood piles
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PorurAaTION AND COMMUNITY ECOLOGY

Larval Development of the Molecular Forms of Anopheles gambiae
(Diptera: Culicidae) in Different Habitats:
A Transplantation Experiment
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ABSTRACT We compared the development of the molecular forms of Anopheles gambiae s.s. in
different larval habitats. First stage larvae (Lls) of wild-caught females were placed into cages in
natural habitats of the M form (rice fields) or the S form (puddles/quarries). Each cage was covered
with cloth, allowing exchange of water, solutes, and small particles, including microorganisms, and was
seeded with 100 Lls of a single form (M or S) or by a mixture of 50:50 of M and S forms. Emergence
success of both forms in puddles and quarries was three-fold higher than in the rice fields. The
emergence rate of the S form was higher than that of the M form in both habitats, but the form X habitat
interaction was not significant. In temporary larval sites such as puddles, emergence success of the M
form was lower in mixed cages than in single form cages, whereas the reverse was true for the S form,
suggesting competition between the forms. The median developmental time was not significantly
different between forms. Although these findings demonstrate differences between forms, they do not
suggest that their spatial segregation is determined by differences in their exploitation of the physical
and chemical conditions in these environments. These results should be regarded with caution because
small numbers of first stage larvae could pass through the cloth of the cages.

KEY WORDS Anopheles gambiae, molecular forms, development, temporary habitats, rice fields

Anopheles gambiae s.s., the major malaria vector in
Africa, is well adapted to exploit various domestic and
peridomestic environments (Coluzzi et al. 1979).
Originally considered as a single species, cytogenetic
evidence for heterogeneity within this taxon has ac-
cumulated (Coluzzi et al. 1985; Touré et al. 1994,
1998). Analysis of paracentric inversions revealed de-
viations from Hardy-Weinberg equilibrium in many
samples that led to the proposed division of the species
into five chromosomal forms, named Mopti, Savanna,
Bamako, Forest, and Bissau (Coluzzi et al. 1985). Mo-
lecular analysis, however, did not support the subdi-
vision of An. gambiae into five incipient species but
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suggested the existence of two different entities re-
ferred to as molecular forms M and S (della Torre et
al. 2001, Favia et al. 2001, Gentile et al. 2001, Muk-
abayire et al. 2001, Wondji et al. 2002) . In Burkina Faso
and Mali, there is a correspondence between the M
molecular form and the Mopti chromosomal form.
Similarly, the S form corresponds to Savanna and to
Bamako chromosomal forms. However, the corre-
spondence between molecular and chromosomal
forms breaks down outside this geographical region
(della Torre et al. 2001). The taxonomic and phylo-
genetic interpretation of the chromosomal and the
molecular forms remains unresolved (Lanzaro et al.
1998, Black and Lanzaro 2001, Tripet et al. 2001, della
Torre et al. 2002, Lehmann et al. 2003), but it is widely
agreed that a comparison of the ecology and epide-
miological roles of the different forms is greatly
needed regardless of their taxonomic significance.
Studies in West Africa have shown clinal variation
in the frequencies of inversions (and in chromosomal
forms) along ecological transects (Touré et al. 1994,
1998). The Savanna form is often found farthest from
main rivers and from flooded/irrigated areas. Its im-
matures occur mainly during the rainy season and in
rain-dependent habitats. The Mopti form is often
found in drier conditions and in flooded/irrigated ar-
eas, such as rice fields (Touré et al. 1994). In contrast,
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surveys in Mali, where M and S forms were sympatric,
revealed that both co-occurred in many larval sites
(Edillo et al. 2002), as was the case for An. gambiae and
An. arabiensis in Kenya (Gimnig et al. 2001). The
co-occurrence of forms does not necessarily mean that
they have the same ability to exploit these shared
habitats. The current study was designed to compare
the capacity of the molecular forms to develop in
different habitats.

Materials and Methods

Study Areas. We compared larval developmental
success in M-typical and S-typical habitats by selecting
areas where each form is found nearly exclusively.
Throughout this article, larval site represents a body of
water where we found An. gambiae larvae, whereas
habitat represents either rice fields in Bama or rain-
dependent puddles and quarries in Kuinima. The vil-
lage of Bama located 30 km from Bobo Dioulasso and
surrounded by rice fields was selected as a typical
M-form environment because this form predominated
in collections of adult mosquitoes throughout the year
(>95%; Robert 1989, Diabaté et al. 2002). The district
of Kuinima on the periphery of Bobo-Dioulasso was
selected as a typical S-form environment, where this
form predominates (>90%; Diabaté et al. 2002) in
collections made during the rainy season. Larval hab-
itats in Kuinima consist mostly on rain-filled puddles
and quarries. Based on indoor-resting adult (A) col-
lections and larval (L) samples taken before experi-
ments, the M form dominated in the village closest to
the rice fields (94% of A, n = 99; 92%of L, n = 76) and
the S form dominated in Kuinima (92% of A, n = 24;
94% of L, n = 36).

Transplantation Cages. One or more sets of three
cages were placed in each habitat. A set consisted of
asingle-form M cage, a single-form S cage, and a mixed
form (M:S) cage 50:50 placed ~1 m apart (Fig. 1).
Cylindrical cages (35 cm in diameter, 48 cm in height)
were constructed from a metal frame covered from
the bottom to the middle with cloth screen, 0.206 mm
in width by 0.221 mm in mesh height, to contain the
larvae but allow exchange of water, solutes, small par-
ticles, and microorganisms (Fig. 1). From the middle
to the top, the cage was covered with a cloth of larger
mesh size to prevent adult mosquitoes from entering
or exiting the cage. The upper cloth was fitted with a
sleeve through which adult mosquitoes were aspirated
from the cage. The cages were free of predators and
secured to the ground with stakes.

Larvae, Transplantations, and Emerged Adults.
Gravid and blood-fed An. gambiae females were col-
lected in Bama and Kuinima and provided with sugar
water for 48-96 h in the laboratory. At that time, they
were individually transferred into oviposition cups.
After they laid eggs, they were killed and preserved in
85% ethanol, and their molecular form was deter-
mined by polymerase chain reaction performed on a
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single leg (Favia et al. 2001). Batches of 100 first
instars, representing two to three families of each
molecular form, were counted and quickly transferred
into the field.

The cages were placed in sites where mixtures of An.
gambiae developmental stages were observed (first or
second stage larvae with either third or fourth stages
or pupae). The cages were checked once a day, and
emerged adults were collected until no pupae, larvae,
or adults were observed for two consecutive days.
Emerged adults were counted and preserved in 85%
ethanol 24 h after emergence. All adults from mixed
cages and 16 adults from each of the single-form cages
were identified using the assay described by Fanello et
al. (2002).

Data Analyses. Developmental success of the mo-
lecular forms in transplantation cages was measured
by 1) the total number of male and female adults that
emerged from each cage (adult emergence rate) and
2) the median developmental time of larvae in each
cage. Because the number of larvae of each form (50)
placed in the mixed form cages was different from that
in the single-form cages (100), a separate analysis was
performed for each type of cages. The total number of
adults of each form in each cage and the median larval
developmental time of each cage with seven or more
emerging adults were subjected to an analysis of vari-
ance (ANOVA) or multiple analysis of variance
(MANOVA) to test the effect of the molecular form,
habitat (rice fields in Bama versus temporary pools/
quarries in Kuinima), and their interactions. Statistical
analyses were performed using SAS (SAS Institute
1999).

Results

In total, 2,445 adults were collected from 79 trans-
plantation cages between day 5 and day 17 post-trans-
plantation (pt). Molecular identification of adults
(Fanello et al. 2002) was performed on 1,719 speci-
mens comprising all adults that emerged in the mixed
form cages and on 16 adults from each single-form
cage. Unexpectedly, 30 An. arabiensis adults (1.7%)
were found among the mosquitoes that emerged from
16 cages, suggesting that the screen used for cages
allowed some larval immigration. Likewise, 61 adults
collected in 53 single-form cages were of the “wrong”
molecular form. Subsequent experiments revealed
that first stage larvae could pass through the cloth in
small numbers (~3.5 per 100 during 24 h, and ~7 in
total because the larvae molt to the second instar stage
by the time they are 3 d old). To minimize the effect
of migration of L1 into the cages, we excluded from the
analysis adults collected after the seventh day of emer-
gence (day 11 pt), and all data from 11 cages with >6%
of the adults belonging to the “wrong” molecular form.
This procedure reduced the total number of adults to
1,657 (of which 1,112 were identified molecularly),
the total number of An. arabiensis adults was reduced
to seven (0.6%), and the total number of wrong mo-
lecular forms was reduced to seven, representing 2.6%
of the adults collected in cages where this determi-
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O M: single form cage with the M form
O S: single form cage with the S form

OM:S: mixed form cage with both M
and S forms

Rice field parcels
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®

Developmental time of larvae of the M and S molecular forms in different habitats by sex. Bar charts are based

on all cages. Arrows represent the overall median developmental time after pooling males and females. Adults emerging after
the day 11 post-transplantation were excluded (see text for details).

nation could be made (i.e., single-form cages of S
larvae transplanted into rice fields dominated by M
form and single-form cages of M larvae transplanted
into puddles and quarries in Kuinima where S larvae
dominated).

Adult Emergence Rate. Emergence success of
males and females was similar (overall 857 females and
853 males, df = 1, P > 0.8, x* test; sex ratio difference
from 1:1 was not significant when tested by habitat or
by day of emergence). Accordingly, analyses were
done on the total number of adults that emerged from
each cage. Emergence success in the puddles and
quarries near Kuinima was more than three-fold
higher than in the rice fields (Table 2) for both forms
regardless of the cage type (single-form and mixed-
form), resulting in a significant habitat effect in both
analyses (Table 1). Likewise, emergence success of
the S molecular form was higher than that of the M
form in both habitats (Table 2), but this difference was

highly significant in the mixed cages and not signifi-
cant in the single-form cage type (Table 1). The in-
teraction term form X habitat was not statistically
significant (Table 1).

To evaluate the role of interform competition, we
tested the following predictions. In temporary habitats
where the S form predominates, 1) emergence success
of the M molecular form in the mixed form cages (with
competitor) will be lower than that in the single-form
cages (without competitor), whereas 2) the emer-
gence success of the S form in the mixed form cages
will be higher than that in the single-form cage be-
cause being a superior competitor in this habitat, in-
traform competition will affect the S form more neg-
atively than interform competition with an inferior
competitor. Corresponding predictions also were
made for the rice fields where the M form predomi-
nates, with the reverse form relations. The results
were tested using one-tailed Fisher’s exact tests of four
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Table 1. Emergence success (number of adults per cage) of the
molecular forms in different habitats and transplantation cages

Single form . o
. (2 = 0.46) Mixed form
df F P df  Wilks’ ¢ P
Model 3 132 <0.0001 — — —
Habitat” 1 319 <0.0001 2/20 0.52 0.002
Form 1 3.2 0.08 1/21 0.68 0.005
Form X habitat? 1 0.2 0.67 1/21 0.31¢ 0.58
Error 38

“ Number of adults (per cage) produced by both forms in the mixed
form cages were subjected to MANOVA to test the effect of habitat
and form simultaneously.

b Habitat distinguishes between rice fields versus puddles and quar-
ries.

“Wilks’ A is a likelihood ratio test statistic commonly used in
MANOVA.

4 In the mixed form cages, the test of form X habitat interaction was
performed using a single ANOVA on the ratio M:S per cage with
habitat as the independent factor.

“ Mean square of the source and error terms are given in this column
instead of the multivariate Wilks™ A.

contingency tables, contrasting the number of L1 that
developed into adults and the number that failed to do
so (columns) in each cage type (rows). The results are
consistent with these predictions, but they are statis-
tically significant only in temporary larval sites (Table
2). In the rice fields, there were minimal (and non-
significant) differences between cage types of both
forms possibly because of the lower overall density of
developing larvae. Overall, these results provide some
support for the hypothesis that competition plays a
role in segregating the molecular forms, at least in tem-
porary larval sites dominated by the S molecular form.

Larval Developmental Time. The median develop-
mental time of males and females was not significantly
different when tested over the whole data and sepa-
rately for each form and habitat (paired t-test and
paired Wilcoxon test performed on the difference
between the median developmental time of the males
and females in each cage, P > 0.3; Fig. 2). Thus,
subsequent analyses were performed on the total
number of adults.

The ANOVA model testing the effect of form, hab-
itat, and their interaction on the median larval devel-
opmental time was applied to the cages with a mini-
mum of six emerging adults during days 5-11 pt.
Developmental time of both forms was longer in rice
fields than in temporary sites near Kuinima (the av-
erage median developmental times * standard devi-
ation were 9.6 * 1.2 and 7.3 * 1.7 days for the M form
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and 8.7 = 1.4 and 7.9 * 1.4 days for the S form; Fig. 2).
The effect of form and the interaction between form
and habitat were not statistically significant (Table 3).
There was no evidence of competition between forms
affecting larval developmental times that were not
longer in the mixed cages (Table 3).

Discussion

In arid environments of West Africa, where the
Savanna and Mopti chromosomal forms correspond to
the S and M molecular forms, respectively, these taxa
differ in the way they exploit the environment because
their spatial and temporal distributions are different
(Coluzzi et al. 1979; Coluzzi 1999; Touré et al. 1994,
1998). Our study area reflects these differences as the
M form predominated near the rice fields of Bama,
whereas the S form predominanted in Kunima, only 30
km away. If the M form is better adapted to rice fields
and the S form is better adapted to temporary habitats
(Sagnon et al. 2000), then we would expect the results
of the transplantation experiment to reflect this dif-
ference. In contrast our results revealed that the de-
velopmental success of the S-form larvae was higher
than that of the M form in both habitats. Although this
finding demonstrates a difference between forms, it
does not suggest that the spatial segregation between
forms is determined by larval adaptations to different
habitats. Possibly, the spatial segregation between
forms is based on adaptive differences in the adult
stage. Preferences for different oviposition sites re-
main to be studied, although it is probably related to
the prospects of the larvae to successfully develop in
the larval site. Alternatively, our transplantation cages
did not represent all the conditions in the habitat, and
in particular they excluded predators. Accordingly,
predator avoidance in predator-rich permanent hab-
itat such as a rice field may be the key adaptation of
the M from, whereas the S form specializes in exploit-
ing temporary habitats such as puddles, with low pre-
dation pressure. Finally, we cannot entirely rule out
that movement of Lls in and/or out of the cages
confounded our results (but see below).

The average developmental time of both forms was
shorter in temporary habitats than in rice fields, and
adult emergence rate was considerably higher in the
former sites. Possibly, the average temperature in rice
fields is lower than in puddles, explaining the differ-
ence in the habitat productivity. Our results suggest
that the lower productivity of rice field sites is “com-

Table 2. Emergence success of the molecular forms in mixed and single-form cages
Temporary larval sites (Kuinima) Rice fields
Cage type
M form S form M form S form
Mixed form 34.4% (155/450) 58.7% (264/450) 9.7% (68/700) 15.6% (109/700)
Single form 39.8% (171/600) 53.6% (589/1100) 7.8% (70/900) 16.2% (259/1,600)

Fisher’s one-tailed exact test P = 0.042

P =0.037

P>017 P> 0.6

The proportion of adults produced per first stage larvae was derived by pooling across all cages corresponding to each group. Number of
adults produced over the number of first stage larvae are in parentheses (see text for details).
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Table 3. ANOVA for developmental time of the molecular
forms in different habitats and transplantation cages

ANOVA model (+* = 0.28)

Source

df F P
Model 7 3.4 0.004
Habitat 1 119 0.001
Form 1 0.2 0.65
Form X habitat 1 2.2 0.14
Cage type 1 0.1 0.80
Habitat X cage type 1 0.5 0.47
Form X cage type 1 0.4 0.42
Habitat X form X cage type 1 2.3 0.13
Error 61
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Fig. 2. A picture of a transplantation cage and a sche-
matic showing the experimental design.

pensated” by the abundance of larval sites in rice
cultivation areas (year-round).

Observing that the M form in tropical savannah
areas of West Africa is found almost exclusively and at

very high densities near rice fields, even where they
are surrounded by areas dominated by the S form,
Robert (1989) suggested that competitive exclusion of
the S form by the M form in rice fields is involved. Our
results provide some evidence in support of this hy-
pothesis, albeit in temporary habitats, based on the
lower emergence success of the M form in mixed cages
compared with that in single-form cages, and the
higher emergence success of the S form in mixed cages
compared with that in single-form cages. Neverthe-
less, the observed differences seem modest and there-
fore suggest that competition contributes to the sharp
spatial segregation between forms rather than fully
explains it. The lower density of larvae in the rice fields
might have been below the level in which competition
(inter- and intraform) would be manifested. Impor-
tantly, these results reflect predator-free settings;
therefore, they are compatible with the hypothesis
that predation is important for the segregation of larval
sites. Currently, we are conducting studies to evaluate
this hypothesis.

Our results suggest that both forms successfully
exploit different habitats with regard to the chemical,
physical, and microbiological conditions and that lar-
val competition between forms is a process of some
importance in the spatial segregation between forms.
However, our results should be considered prelimi-
nary because movement of first stage instars through
the cloth of the transplantation cages may have con-
founded our results. The estimate of total immigration
into the cage was low (<3%). Assuming that emigra-
tion out of the cage did not differ between molecular
forms and between habitats, our results are expected
to hold true. Importantly, our main conclusion is con-
servative with respect to immigration into the cages.
Because in the rice fields dominated by the M form,
migration into the cages would involve M larvae, and
in the temporary larval sites near Kuinima, migration
would involve S larvae, the stronger this migration is,
the more pronounced should be the form X habitat
interaction. Contrary to this expectation, the interac-
tion was nonsignificant, lending support to the per-
ception that the effect of the movement of first instars
through the mesh was negligible.
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Abstract

Background

The molecular forms of Anopheles gambiae are undergoing speciation. They are
characterized by a strong assortative mating and they display partial habitat segregation.
The M form is mostly found in flooded/irrigated areas whereas the S form dominates in
the surrounding areas, but the ecological factors that shape this habitat segregation are not
known. Resource competition has been demonstrated between species undergoing
divergent selection, but resource competition is not the only factor that can lead to
divergence.

Results

In a field experiment using transplantation of first instar larvae, we evaluated the role of
larval predators in mediating habitat segregation between the forms. We found a
significant difference in the ability of the molecular forms to exploit the different larval
sites conditioned on the presence of predators. In absence of predation, the molecular
forms outcompeted each other in their respective natural habitats however, the
developmental success of the M form was significantly higher than that of the S form in
both habitats under predator pressure.

Conclusion

Our results provide the first empirical evidence for specific adaptive differences between
the molecular forms and stress the role of larval predation as one of the mechanisms

contributing to their divergence.



Background

Divergent natural selection between populations inhabiting different ecological
environments has long been thought to be a major cause of speciation [1]. Whereas there
are now more examples of this process, the underlining mechanisms have been rarely
examined [2]. Resource competition has been demonstrated between species undergoing
divergent selection in some cases including seed-eating rodents [3], gerbil species [4],
and sticklebacks [5]. The role of other mechanisms, such as predation, has long been
discussed but remained controversial [6]. Part of the controversy stems from the fact that
predation is extremely difficult to study in the field. Using a transplantation experiment,
we demonstrated that the molecular forms of Anopheles gambiae differ in their ability to
exploit different larval habitats and we provide evidence that larval predation contributes
to the divergent selection involved.

The African malaria mosquito, An. gambiae is undergoing speciation [7,8], and
yet the evolutionary forces that have been separating subpopulations of this species are
not known. Coluzzi and others have hypothesized that human-made modifications of the
African environment have created new ecological niches in marginal habitats and, thus,
new opportunities for specialisation for this mosquito species [7,9,10]. Five chromosomal
forms were identified in An. gambiae: Forest, Savanna, Bamako, Mopti, and Bissau [7,8].
Subsequent studies revealed two “molecular” forms (M and S) characterized by fixed
nucleotide differences in the intergenic spacer of the ribosomal DNA [11]. The
incomplete correspondence between the chromosomal and the molecular forms [12]
complicated their taxonomic resolution as were the findings of low genetic differentiation

between the forms in all genomic regions except the inversion and near the rDNA [13-



17]. Although a strong deficit of M/S hybrids is observed in the field [12], the forms
interbreed in the laboratory and their offspring are viable and fertile [18]. Recent studies
provide support for genetic differentiation between the forms in a few limited spots of the
genome [19,20]. These authors suggested that the genes in these spots called ‘speciation
islands’ are responsible for the premating reproduction barrier [21,22] and the ecological
adaptation of the forms to specific environments.

Ecological studies revealed a strong pattern of spatial and temporal segregation
between the molecular forms, with the M form associated with drier conditions than the S
form [8,23,24]. Most segregation occurred between rice cultivation areas, dominated by
the M form, and their surrounding areas that are dominated by the S form, suggesting that
segregation between the forms is related to the larval habitats. A previous study that
evaluated differences in the capacity of larvae of the molecular forms to exploit rice
fields and puddles in the absence of predators found no evidence for such adaptation
when the forms were separated [25]. However, when cohabiting the same site the S form
outcompeted the M form [25]. These findings prompted us to evaluate the mediating
effect of larval predation on the development success of the molecular forms in these
habitats.

Habitat selection is among the most important decisions that a female mosquito makes,
since it determines the fate of her offspring. Factors that strongly affect the prospects of
mosquito larvae include desiccation, nutrients, competition, and predation. Several
studies have stressed the role of predators in controlling mosquito population sizes in the
field. An overall estimate of 94% mortality of larvae due to predation was reported

highlighting the huge selection pressure exerted on mosquito populations [26,27]. Theory



suggests that the strength of divergent selection is mainly determined by the rate at which
interspecific competition is alleviated with increasing phenotypic distance between
individuals. If the molecular forms differ in their antipredator response leading to
increased habitat segregation and reduce resources overlap, then divergent selection will
become stronger [2]. Predator pressure in rice fields is higher than in temporary puddles
[28-30]. Accordingly, we hypothesized that predation is the key factor that shapes the
segregation pattern in the occupation of larval sites, hence dictates the micro-geographic
distribution of the forms. The following predictions were tested: (i) under predator
pressure, developmental success of the M form larvae will increase whereas that of the S
form will decrease in both habitats. (ii) in absence of predator pressure, developmental
success of the S form larvae will increase whereas that of the M form will decrease in
both habitats. In a field experiment using transplantation of first instar larvae, we
estimated development capacity of the molecular forms in both temporary (puddle) and
permanent (rice fields) larval sites in the presence versus absence of predation. Here we
present evidence that the molecular forms have adapted to different types of larval sites

(habitats) and discuss the evolutionary implications for speciation in An. gambiae.

Results

Overall developmental success

In a field experiment using transplantation of first instar larvae (Fig. 1), we
evaluated the fitness of the molecular forms, measured as the emergence success of adults
and their developmental time, in rice fields and puddles with or without predation effect.

A total of 19 pairs of cages (38 cages in total) were set in nine puddles and in ten rice



paddies during the rainy season of 2004 (May-October 2004). Five cages were damaged
by floods caused by heavy rains or by children before all adults were collected. These
cages were excluded from all data sets. In total, 3,710 adults were collected from 33
transplantation cages and species identification was performed on 3,629 adults (81
specimens were lost before identification).

Emergence success was over three fold higher in predator free cages than in cages
with predators (164.8 adults/cage and 49.6 adults/cage respectively) reflecting a strong
predator effect on larval success. Puddles were significantly more productive than rice
fields in absence of predation (212 adults/cage and 117.56 adults/cage respectively; df =
I, P =0.012, Fig. 2), but no difference between habitat was detected in presence of
predators (df = 1, P = 0.635, Fig. 2). Emergence success of males and females was

similar (overall 1,868 females and 1,844 males; df =1, P = 0.645, X2 test).

Predator composition and abundance in rice fields and puddles

Predators were sampled in all larval sites where experimental cages were
transplanted (see Materials and Methods) and their numbers were subjected to a
MANOVA test to evaluate difference in their abundance and composition between
habitats. Five predatory taxa were identified in this series of experiments as Hemiptera:
Notonectidae, Anisops sp. and Anithares sp. (backswimmer), Hemiptera: Corixidae,
Micronecta sp. (water boatman), Odonata: Libellulidae, Tramea sp. (dragonfly), and two
adult beetles, Coleoptera: Hydrophilidae, Berosus sp. and Coleoptera: Dytiscidae,
Laccophilus sp. The results showed that the number of predators was higher in rice fields

than in puddles (Fig. 3, F = 8.78, df1=5, df2=12, P = 0.0011). Backswimmers were the



most abundant predators in both rice field and puddles with a mean collection of 45.7 and
21.8 predators/m” respectively. A significant difference in predator composition between

habitats was found using a Principal Component analysis (Fig. 3).

Developmental success of the molecular forms

Stratified contingency table analyses by habitat showed that predation increased
the developmental success of the M form (P=0.0004 , df= 1, Table 1). In separate
analysis for each habitat this pattern was significant in puddles (P= 0.0006, Table 1), but
although the same trend was found in rice fields, the difference was not significant (P >
0.124, Table 1). Without predation, the molecular forms exhibited a higher
developmental success each in its natural habitat (P < 0.0001, Table 1) in an apparent
contrast to our previous study [25] (see Discussion). A logistic regression analysis
accommodating variation among cages with habitats showed a significant effect of both
predation and habitat on the success of the forms (P< 0.0001 and P= 0.0019 respectively,
Table 2). Consistent with the contingency table analyses (above), predation increased the
developmental success of larvae of the M form in both habitats, and each form displayed
a higher developmental success in its typical habitat. No predation*habitat interaction
effect was detected, hence the effect of predation on the emergence success of the forms
was similar across habitats (P= 0.13, Table 2). Mosquito sex and its interactions with
habitat (P = 0.69) or with predation (P = 0.93) were not significant suggesting that
predators feed upon males and females equally across habitats (data not shown). The
effect of individual predator species on developmental success of the forms was

evaluated using logistic analysis (Table 3). Higher density of predators belonging to



Notonectidae and Dytiscidae families increased the relative success of the M form (P <
0.0001 and P = 0.02 respectively Table 3). Notably, higher density of Libellulidae and
Hydrophilidae specimens appeared to decrease the relative success of the M form, but

their effects were not significant.

Developmental time

Overall, the developmental time was shorter in cages with predators than without
predators (8.74 vs. 9.55 days; F = 110.02, df=12, P < 0.0001), probably reflecting the
diminished number of larvae surviving predation over time. Therefore, we used predator
free cages to compare differences in developmental time between the molecular forms.
As expected, males developed slightly faster than females in both habitats (P<0.0001,
Table 4; Fig. 4) and both sexes developed faster in puddles (P<0.0001, Table 4; Fig. 4) as
previously reported [25]. Importantly, the S form developed faster than the M form

across habitats (P<0.0001, Table 4, Fig. 4).



Discussion

The ultimate objective of this study was to identify ecological differences
between the molecular forms of An. gambiae that might reflect the evolutionary forces
producing their divergence. Prompted by the failure to detect adaptive difference between
forms in predator free settings [25], we evaluated the role of larval predators in mediating
divergent selection that explains the sharp habitat segregation exhibited by the forms with
respect to rice cultivation areas vs. surrounding savanna. We found significant difference
in the ability of the molecular forms to exploit the different larval sites conditioned on the
presence of predators. In absence of predation, the molecular forms outcompeted each
other in their natural habitats (S form being better in puddles and M form being better in
rice fields) however, the developmental success of the M form was higher than that of the
S form in both habitats under predator pressure. Consistent with the previous study which
emphasized the role of competition at least in puddles [25], our results suggest that both
competition and predation shape the pattern of habitat segregation exhibited by the
molecular forms; the S form outcompeting the M form in temporary low predation larval
sites, and the M form being better in permanent larval sites with high predation. The
implications of these results extend beyond the geographical and environmental
segregation between the molecular forms into the processes involved in their divergence.

The ecological and genetic processes of species formation are key to
understanding how biological diversity is generated. The molecular forms of An. gambiae
have been extensively studied for the last decade, and yet the exact mechanisms of their
divergence are obscure. So far, few experimental studies have been designed to look at

phenotypic traits between the forms and all failed to find consistent differences between



them [31,32]. This is the first empirical evidence for specific adaptive differences
between the molecular forms and it stresses the role of larval predation as one of the
mechanisms contributing to their divergence [7,8,15,17,19,20,22]. Dobzhansky believed
that speciation in Drosophila proceeds mainly through evolving physiological complexes
which are successful each in its environment [33] and Mayr recognized that many of the
accumulative genetic differences between populations, particularly those affecting
physiological and ecological characters, are potential isolating mechanisms [34]
Recently, several studies have provided evidence in support of divergent selection as
evolutionary force driving speciation in different species. A manipulative field
experiment using enclosures showed that both competition and predation served as
mechanisms of adaptive radiation in Timema stick insects [6,35] and that predation
promotes premating isolation [36] in walking-sticks.

Among the various natural ecologic forces controlling vector populations,
predation seems to be the most important. Predator species may vary across a prey
species’ range [27] but we emphasize that predators manipulated in our experiment
probably represent the key predators of An. gambiae since independent studies on larval
predators of An. gambiae in East Africa [26,27] have identified key larval predators that
match those found in our study. A generalization of our results depends on how much
predators in An. gambiae larval sites rely on this mosquito rather than on other prey and
to what extent medium and large larval sites used in this study account for An. gambiae
total productivity? Predators certainly prey on a variety of small aquatic invertebrates but
not much is known about the diet of these predators in larval sites of An. gambiae.

Service [27] could not identify alternative prey in An. gambiae larval site in Kenya,
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therefore concluded that predation was mainly limited to An. gambiae. We have found
larvae of other mosquito species in the same sites only on few occasions suggesting that
An. gambiae was probably the main prey that predators could feed on. Additionally,
medium and large larval sites as used in this experiment probably represent the typical
conditions An. gambiae grows in as studies on larval sites predators revealed. Mutuku
and collaborators have found that larger sites such as quarries produced more adult
mosquitoes and accounted for about 85% of An. gambiae adults [37]. Small larval sites,
such as hoof prints promote larval development but fail usually to produce pupae. High
probability of desiccation of the small larval sites was an important factor accounting for
their failure to support complete development.

Recent study has revealed cannibalism and predation among larvae of An.
gambiae complex [38] but we suspect such predation between the molecular forms of An.
gambiae to be minor since our results indicated that the emergence success of the forms
was over three fold higher in predator free cages than in predator present cages. Further
our experiment consisted of transplanting L1s so variation in larval size was minimized.
The mechanism conferring predation avoidance in the M form is not known. Juliano and
Graves have shown that the co-evolution of predator and its prey can rapidly select for
divergence in prey behaviour [39]. Aquatic animals use chemical cues for behavioural
decision making relating to foraging, reproduction and the assessment of predation risk
[39,40]. Defensive responses of prey to predators include increased use of refuge [41],
reduced foraging and change in rate of movement [42]. The S form larvae develop faster
than those of the M form in both habitats probably as a mechanism to avoid larval site

desiccation. This likely requires more active foraging that increases exposure to predators
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and outweighs the benefit of shorter development time. Recently a molecular assay to
detect predation on An. gambiae larval stages in the gut of different predators was
developed. This assay can be used to follow up on the dynamic and the structure of both
predators and the molecular forms of An. gambiae in different ecological environments.

Divergence between populations of species inhabiting freshwater bodies based
primarily on the length of hydroperiod has been proposed for a number of species. Rice
fields are relatively permanent larval sites whereas rain puddles, especially early in rainy
season represent extremely ephemeral bodies of water. The temporal fluctuation in the
availability of temporary versus permanent larval sites explains the seasonal change in
the frequencies of the forms, whereby the M dominates in the dry season when only
permanent larval sites are available and the S in the rainy season as well as the
corresponding latitudinal cline [8,24,43]. In locations where predation pressure is
intermediate, both forms may be similarly successful, which might explain the high rate
of cohabitation in an area where the forms were sympatric [44]. We propose that similar
differences are found between An. arabiensis and An. gambiae in East Africa where the
former fills the niche of the M form in West Africa [45]. Our results highlight the role of
larval rather than adult adaptations as the life stage that drives this turnover.

Natural selection should favour females that oviposit in sites providing the best
available conditions for their progeny. Ovipositing mosquito females challenge in their
life time desiccation and predation. Our results showed that rice fields and puddles
contrast significantly in the number of aquatic predators and we assume that in the
prospect of ovipositing M and S females, these larval sites are different. Because the

prospects of larvae in different habitats depend on their molecular form, it is expected
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that female’s oviposition site selection has been under selection accordingly [46]. The
observed geographical and ecological segregation between forms is probably augmented

by female choice of oviposition site.

Conclusion

Uncovering the ecological and genetic mechanisms of species differentiation is a
key to understanding how biological diversity is generated. Many studies are ongoing to
better understand the process of speciation within An. gambiae. While previous studies
failed to provide evidence in support of this differentiation, recent data are emerging in
support of M and S distinctions. The results of the present study are consistent with this
idea. We found consistent differences in the ability of the forms to exploit different larval
sites and identified the ecological agents involved. Both larval predation and inter-form

competition may commonly serve as mechanism of divergent selection [6].

Methods

Study areas. The rice fields surrounding the village of Bama, located 30 km from Bobo
Dioulasso, Burkina Faso, were selected as a typical M-form environment. The district of
Kuinima on the periphery of Bobo-Dioulasso was selected as a typical S-form
environment. A detail description of these areas is found in [25]. In each area, only one

form predominates (>90%) during the rainy season [47].

Predator identification
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In each habitat, at least five larval sites were sampled prior to the transplantation
experiment to identify the main predators in these sites. After sighting of An. gambiae
larvae, a cylinder (70 cm diameter 80 cm height) was quickly pushed into the mud to
contain the water column over a constant sampling surface. All visible macro-
invertebrates were collected and the bulk of water and upper layers of mud/rocks were
carefully inspected in white pans to find hidden organisms. Invertebrates were brought to
the laboratory of IRSS/Centre Muraz to assess their role as predators. They were sorted
under a dissecting scope and one specimen of every “type” of invertebrate was placed in
a pan (30 cm diameter, 10 cm deep) filled with 0.5 litre of deionised water, with 10 first
or second instar larvae and 10 third or fourth instar larvae of An. gambiae. One control
pan with the same larval composition, but without a predator was included in each set of
experiments. Surviving larvae after 24 hrs were counted and observed predation events
were recorded. Three to five replicate experiments were conducted with every predator
type. If predation was observed in at least 2/3 of the experiments with the same taxon, it
was considered a predator. Five predatory taxa were identified in this series of
experiments as Hemiptera: Notonectidae, Anisops sp and Anithares sp. (backswimmer),
Hemiptera: Corixidae, Micronecta sp. (water boatman), Odonata: Libellulidae, Tramea
sp. (dragonfly), and two adult beetles, Coleoptera: Hydrophilidae, Berosus sp. and
Coleoptera: Dytiscidae, Laccophilus sp. We believe that these five taxa represent the

key larval predators in our study area.

The transplantation cages.

Cylindrical cages (diameter=70 cm, height=80 cm) made of metal frame were
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fitted from the bottom to the middle with a cloth to contain the larvae but allow exchange
of water, small particles, and microorganisms. The cloth’s pore was elliptic with mean
length of 0.12 mm (SD=0.04) and mean width of 0.08 mm (SD=0.026). From the middle
to the top, the cage was covered with a regular mosquito net to prevent adult mosquitoes
and other invertebrates from entering or exiting the cage. The upper cloth was fitted with
a “sleeve” through which adult mosquitoes were aspirated from the cage. The cage was

secured to the ground using three stakes.

Larvae transplantation and adult collection.

Gravid and bloodfed An. gambiae females were collected indoors in Bama and
Kuinima and provided with 5% sugar water for 48-96 hours in the laboratory. At that
time, they were individually transferred into ovipostion cups. After they laid eggs, the
females were preserved in 85% ethanol and their molecular form was determined by PCR
performed on a single leg [11].

Batches of 200 one day old larvae, representing 2-3 families of each molecular
form, were counted, placed in 50ml plastic bag, and quickly transferred into the field
(Fig. 1). In each larval site, defined as a body of water where larvae of An. gambiae could
be detected, two cages were placed approximately 1 m apart (pairs of cages in the same
habitat were at least 10 m apart). A total of 400 larvae of both molecular forms (200 M:
200 S) were placed into each cage and predators found in situ, were added into one cage
whereas the other remained predator free. To collect predators, a bottomless cage was
inserted into the mud and secured, the bulk of the water and top mud layer were removed

into pans and predators were collected, identified and counted. Then the cloth was
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inserted into the frame and secured. To complete the cage setup, previously collected and
dried mud (from the same area) was introduced and formed a shallow and narrow
(approximately 5 cm wide) edge covering approximately 1/3 of the periphery of the cage
to serve as refuge against predators. When water levels stabilized, the larvae were
introduced slowly into the cage. Half the number of each type of predator collected in situ
were introduced into the cage 15 minutes after the larvae were added (remaining
predators were preserved). No more than five notonectids were added into any cage even
if more than ten were collected because earlier experiments indicated that no adults were
produced in cages with higher numbers of notonectids. All the cages were secured with
stakes.

After setup, cages were checked daily and emerged adults collected until no
pupae, larvae, or adults were observed for two consecutive days. Emerged adults were
counted and preserved in 85% ethanol 24 hours after emergence. Their molecular form

was determined by a PCR-RFLP assay [48].

Data Analyses.

Developmental success of the molecular forms in transplantation cages was
measured by the total number of adults that emerged from each cage and by larval
developmental time. The total number of adults of each form in each habitat with- and
without predation was analyzed using contingency table Chi Square test to examine
overall trends. Logistic regression analyses were used to accommodate variation among
cages to test the effects of the habitat, predation, sex, cage set (consisting pair of cages set

approximately 1 m apart in the same larval site), and their interactions on the probability
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to produce M vs. S adult. An analysis of variance (ANOVA or MANOVA) was
performed to compare the larval developmental time (treated as a continuous variable)
and the predator density in the different habitats. Principal Component analysis was used
to evaluate the difference between habitats in their predator profile. Statistical analyses

were performed using SAS [49].
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Figures Captions

Figure 1. Diagrammatic illustration of the experimental design.

Figure 2. Larval developmental success (measured as the number of adults per cage) of
the molecular forms in presence and absence of predators in puddles and rice fields. The
box extends between the 25" and the 75 percentile (across the inter quartile range -
IQR) and the median is denoted by a thick line. The whiskers extend up to the most
extreme value, up to 1.5 times the IQR and values located over 2 IQR from the median

are shown. The triangles extend from the mean (base) to 1 SD (tip).

Figure 3. Predator composition in rice fields (empty squares) and puddles (filled
squares). Bars denote mean density in 10 samples of rice fields and 9 samples of puddles
of each predator. Stars above bars denote significant difference in a single test. Inset
shows clustering of samples based on their predator composition using Principal
Component (PC) analysis. Coordinates are the first (horizontal) and second principal
components. The first PC represented overall predator abundance because its
eigenvector’s loadings were positive and similar in magnitude (except for the negative
loading of the dragonfly; not shown). It alone accounted for 38% of the total variation

and together with the second PC, 64% of the total variation was captured.

Figure 4. Distribution of developmental time of the molecular forms in each habitat (by

sex). Developmental Time was measured from transplantation of first instar to adult. The
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box extends between the 25" and the 75 percentile (across the inter quartile range -
IQR) and the median is denoted by a thick line. The whiskers extend up to the most
extreme value, up to 1.5 times the IQR and values located over 2 IQR from the median

are shown. The triangles extend from the mean (base) to 1 SD (tip).
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Table 1. Overall effect of predation on relative developmental success of the molecular

forms in puddles and rice fields.

Habitat Predator M form S form XZ/P

Puddles Absent 46.3% (857)a  53.7% (993) 11.65/0.0006
Puddles Present 56.2% (199) 43.8% (155)

Rice fields Absent 55.1% (576) 44.9% (470) 2.35/0.124
Rice fields Present 59.6% (226) 40.4% (153)

Total (Pooled Absent 49.5% (1433) 50.5% (1463) 16.9/0.0001
e Present 58% (425) 42% (308) 12.4/0.0004b

a () number of adults emerged
b stratified analysis of form by predation controlling for habitat using Cochran-Mantel-
Haenszel Test.
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Table 2: Emergence success of the molecular forms in different habitats using a logistic

regression accommodating cages variation

Source Df P Estimate [In(M/S)]
Intercept 1 0.84 -0.0232
Predator 1 <0.0001 +0.258
Habitat 1 0.019 +0.272a
Predator*Habitat 1 0.13 +0.08b
GroupCage (Habitat) 17 <0.0001 NA
Likelihood Ratio 11 <0.0001 NA

a: puddle over rice
b: predator over no predator in puddle/predator over no predator in rice
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Table 3: Effect of individual predator on the relative success of the forms: logistic

analysis

Source Df P Estimate [In(M/S)]
Intercept 1 0.013 -0.263
Habitat 1 0.05 +0.206*
GroupCage (Habitat) 17 <0.0001 NA
BackSwimmer 1 <0.0001 +0.202
Dragonfly 1 0.14 -0.33
Pinkwbug 1 0.01 +0.305
Blackwbug 1 0.09 -0.323
FD 1 0.65 +0.05
Likelihood ratio 8 <0.0001 NA#*

*: puddle over rice, ** Not Applicable
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Table 4: ANOVA for the developmental time of males and females of the molecular

forms in different habitats

Source Df P

Form 1 <0.0001
Habitat 1 <0.0001
Form*Habitat 1 0.6285
Sex 1 <0.0001
Form*Sex 1 0.2246
Sex*Habitat 1 0.7615
Form*Sex*Habitat 1 <0.0001
Cage (Habitat) 16 <0.0001
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PoPULATION BIoLOGY/ GENETICS

Anopheles funestus (Diptera: Culicidae) in a Humid Savannah Area of

Western Burkina Faso: Bionomics, Insecticide Resistance Status,
and Role in Malaria Transmission
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T. R. GUIGUEMDE,? axp D. FONTENILLE”

J. Med. Entomol. 44(6): 990-997 (2007)

ABSTRACT An entomological survey was carried out in three humid savannah sites of western
Burkina Faso (Bama, Lena, and Soumousso) to 1) update the taxonomy of the Anopheles funestus Giles
group, 2) examine the role of each species in malaria transmission, 3) characterize the insecticide
resistance status of this malaria vector, and 4) determine the distribution of An. funestus chromosomal
forms in these areas. Polymerase chain reaction identification of the members showed the occurrence
of An. leesoni Evans in Lena and An. rivulorum-like in Soumousso in addition to An. funestus s.s. Malaria
transmission was ensured mainly by An. funestus s.s. both in Soumousso and Lena and by An. gambiae
s.s. Giles in Bama, the rice-growing area. The insecticide resistance status performed only on An.
funestus indicated that this mosquito was susceptible to pyrethroids irrespective of the study area, but
it was resistant to dieldrin. Furthermore, the occurrence of the two chromosomal forms of An. funestus,
namely, Kiribina and Folonzo, seemed to follow ecological setups where Kiribina predominated in the
irrigated area and Folonzo was more frequent in classic savannah. This study revealed that the
problematic of An. funestus taxonomy was closer to that of An. gambiae requiring more structured

studies to understand its genetic ecology.

KEY WORDS Anopheles funestus, malaria, insecticide resistance, cytogenetics

Malaria transmission in sub-Saharan Africa is domi-
nated by three widespread vectors: Anopheles gambiae
s.s. Giles, An. arabiensis Patton, and An. funestus Giles.
Studies on the former two species, especially An. gam-
biae, are abundant, including a wide range of topics
such as chromosomal polymorphism (Coluzzi et al.
1985, Touré et al. 1998), molecular characterization
(Scott et al. 1993, Favia et al. 2001), ecology (Carnevale
etal. 1999), insecticide resistance status (Diabaté et al.
2002), and population genetic structure (Lehmann et
al. 2003). Conversely, the biology of An. funestus is
relatively poorly studied despite its importance in ma-
laria transmission, especially in eastern and southern
Africa (De Meillon et al. 1977, Coetzee and Fontenille
2004). Unlike An. gambiae s.1., which is a complex of
seven morphologically similar sibling species identi-
fiable by fixed rDNA nucleotide substitutions (Scott et
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al. 1993, Hunt et al. 1998), An. funestus belongs to a
group of no less than nine species that are difficult to
distinguish based solely on morphological characters
of a single life stage (Gillies and Coetzee 1987, Har-
bach 1994). Species identification difficulties have
been recently addressed by molecular techniques
based on the polymerase chain reaction (PCR) by
using a cocktail of species-specific primers permitting
identification of the six most common species of the
group (Koekemoer et al. 2002). Recent analyses of
rDNA sequences (Cohuet et al. 2003) revealed the
occurrence in West and Central Africa of a new taxon
morphologically related to An. rivulorum, which is
provisionally named An. rivulorum-like, thereby en-
larging the number of members of the An. funestus
group to 10. Among all the members of the funestus
group, An. funestus s.s. is the most anthropophilic spe-
cies, and it is considered as the only major malaria
vector, although in a Tanzanian village the circum-
sporozoite protein of Plasmodium falciparum was de-
tected by immunological techniques in some An.
rivulorum Leeson specimens (Wilkes et al. 1996). An.
vaneedeni Gillies and Coetzee can be experimentally
infected with P. falciparum in the laboratory, but there
is as yet no evidence for its role in malaria transmission
in the field (De Meillon et al. 1977), presumably be-
cause of its highly zoophilic behavior.

0022-2585/07/0990-0997$04.00/0 © 2007 Entomological Society of America
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The genetic polymorphism of An. funestus became
the subject of investigations only since the early 1980s
(Green and Hunt 1980). Even more recently, the
chromosomal analysis of polymorphic inversions in
sympatric populations of An. funestus from Burkina
Faso revealed significant departures from Hardy-
Weinberg and linkage equilibria, leading to the pro-
posed subdivision of this species in two chromosomal
forms, provisionally named Folonzo and Kiribina
(Costantini et al. 1999). However, no molecular
marker is as yet available to differentiate between
these two operational taxonomic units.

In the southwestern region of Burkina Faso, the
intensive use of insecticides for agricultural purposes,
most notably on cotton, Gossypium hirsutum L., is
thought to select for insecticide resistance genes in
mosquitoes whose breeding sites are exposed to pes-
ticide runoff. The kdr allele is one of the main resis-
tance mechanisms involved in anopheline resistance
to pyrethroids, occurring mainly in the S molecular
form of An. gambiae (Diabaté et al. 2002). Resistance
to pyrethroids in An. funestus has been reported from
South Africa (Hargreaves et al. 2000); hence, it is
necessary to verify and monitor the insecticide sus-
ceptibility status of this species in other areas where
insecticides are intensively used.

The objective of the current study was to initiate an
in-depth examination of the ecological genetics of the
two chromosomal forms of An. funestus to 1) establish
the vector status of the members of the group living in
western Burkina Faso, 2) characterize their bionomics

impacting on their capacity to transmit malaria, 3)
investigate the insecticide resistance status of An.
funestus in an area where pesticides are extensively
used, and 4) relate the distribution and frequency of
the two chromosomal forms of An. funestus to varying
ecological settings.

Materials and Methods

Study Sites. Anopheline specimens were collected
from Bama (11°24’' N, 04° 24’ W), Lena (11°18’ N, 03°
53" W), and Soumousso (11° 00'46” N, 4° 02'45" W),
three villages located in the humid savannah of south-
western Burkina Faso (Fig. 1). In this area, there are
two distinct seasons: the rainy season occurs only from
May to October, with a long dry season from Novem-
ber to April. The average annual rainfall ranges from
1,000 to 1,200 mm (records from the latest 5 yr).

Soumousso is a typical Guinean savannah village
situated ~55 km east from Bobo-Dioulasso, the second
largest town of Burkina Faso. Three main anopheline
malaria vectors are found in this village, including both
molecular forms M and S of An. gambiae, An. funestus,
and An. nili; An. arabiensis is occasionally reported at
low frequency (5% of An. gambiae sl. samples).
Anopheline breeding sites consist mostly of rain pud-
dles and a semipermanent swamp suitable to the de-
velopment of An. funestus larvae.

Lena is ~70 km north from Bobo-Dioulasso. It is
ecologically similar to Soumousso, with a semiperma-
nent pool suitable to An. funestus larval development.
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These two villages lie in the cotton belt of Burkina
Faso, where insecticides against agricultural insect
pests are intensively used during the cropping period.

Bama is ~30 km northwest from Bobo-Dioulasso in
the valley of the Kou River (Vallée du Kou), a region
where extensive rice, Oryza sativa L., cultivation has
been practiced since the 1970s. This area contains
seven villages covering 1,200 ha surrounded by
wooded savannah. Both molecular forms M and S of
An. gambiae are recorded at high densities during the
rainy season (especially the M form: ~200 bites per-
son/night [b/h/n]). An. funestus is proportionally less
abundant, but its population densities have increased
during the last decade (Baldet et al. 2003). Few in-
secticides are used on the rice, but insecticides are
used extensively for cotton located exterior to the rice
fields.

Mosquito Collections. Anopheline mosquitoes were
sampled from July to December during 2000 rainy
season at a frequency of four sessions per month by
three sampling methods: human landing catches, in-
door insecticide spray-sheet catches, and larval col-
lections. The human landing catches were performed
by informed volunteers who were provided free and
rapid treatment when suspected clinical signs of
malaria according to World Health Organization
(WHO)-recommended regimen on the basis of fever
and detectable P. falciparum parasitemia. To evaluate
human biting rates, pairs of human “baits” sat indoors
and outdoors collecting mosquitoes that landed on
them, by means of a flashlight and glass tubes. Col-
lections were carried out between 1800 and 0600 hours
inside and just outside of four houses in each village.
To standardize catching efficiency, collectors rotated
between houses on subsequent nights.

Indoor resting females were caught by spraying
village huts with insecticide aerosols. Female mosqui-
toes were knocked down onto, and immediately re-
trieved from, white sheets laid down on the floor of
sprayed huts. Mosquitoes were dissected, and the
head and thorax were preserved to determine their
infectious status. Legs were separated from the carcass
and kept dry for molecular species identification. Half-
gravid An. funestus females were stored individually in
1.5-ml tubes containing Carnoy fixative (3 parts ab-
solute ethanol to 1 part glacial acetic acid), and they
were brought to the laboratory for later chromosomal
scoring. Larvae of An. funestus were collected at the
end of the rainy season (September) from Bama and
Soumousso and brought to the insectary in Bobo-
Dioulasso for rearing. Emerging 2-d-old females were
then used in insecticide susceptibility tests.

Laboratory Processing of Mosquitoes. Anophelines
were sorted and assigned to species based on mor-
phological characters by using standard identification
keys (Gillies and De Meillon 1968). Later, all females
tested by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
(see below) were processed by PCR for molecular
identification of species of the An. funestus group as
described in Cohuet et al. (2003).

The heads and thoraces of anopheline females were
tested for the presence of the circumsporozoite pro-
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tein (CSP) of P. falciparum, the major malarial parasite
occurring in the study area, by ELISA following the
protocol of Beier et al. (1988).

Insecticide Resistance Tests. Two organochlorines
(DDT 4% and dieldrin 4%), and two pyrethroids (per-
methrin 1% and deltamethrin 0.025%) were tested
according to the standard WHO vertical tube proto-
col. Mortality was scored 24 h after an exposure of
100 2-d-old females for 1 h. KDTy, and KDTy values
corresponding, respectively, to the time that 50 and
95% of ~100 tested mosquitoes were knocked down
were established and compared among three insecti-
cides (permethrin 1%, deltamethrin 0.025%, and DDT
4%), and the susceptible reference strain of An.
gambiae s.s. (Kisimu) was used as control. The thresh-
old of susceptibility was fixed at 90% for DDT 4% and
at 95% for the other three active ingredients, respec-
tively (WHO 1998). In the absence of an An. funestus
reference strain, controls were established from the
same pool of tested mosquitoes kept in insecticide-
free WHO test tubes and from An. gambiae Kisumu
susceptible reference strain. Control mortality was
always 0%; therefore, no Abbott correction was nec-
essary during analysis.

Chromosomal Inversions Analysis. For karyotyp-
ing, half-gravid females were removed from Carnoy
fixative, and their ovaries were dissected. Polytene
chromosomes were squashed and prepared for scoring
according to Hunt (1973). The preparations were ex-
amined under a phase-contrast microscope at 120X
magnification. Paracentric inversions were scored us-
ing the chromosomal map and nomenclature of Shara-
khov et al. (2004), and karyotypes were assigned to
chromosomal form according to the algorithm of
Costantini et al. (1999), later modified by Guelbeogo
et al. (2005). Two chromosomal forms are determined
following this algorithm: the first form, named
“Kiribina,” is characterized mainly by the standard
arranged at all loci; and the second form, named
“Folonzo,” is mainly polymorphic, with high fre-
quencies of inversions 3Ra, 3Rb, and 2Ra.

Data Analysis. The human biting rate (HBR) was
calculated as the ratio of total mosquitoes captured
for a period of the total person-night used for the
same period. The rate of endophagy was defined as
the proportion of mosquitoes caught indoors out of
the total number collected both indoors and out-
doors from the human landing collections. The cir-
cumsporozoite rate was calculated as the proportion
of mosquitoes found positive for the CSP. The
month entomological rate (EIR) was calculated as
the product of the HBR and the CSP rate of mos-
quitoes collected on the total day of the month. The
addition of the monthly EIR during the period of
study gave the seasonal EIR. Significance of the test
was determined by Fisher chi-square test. Compar-
isons of different percentages (HBR, CSP rate, and
EIR) were done by chi-square test. Chromosomal
data were analyzed with Fstat version 2.9.3.2
(Goudet et al. 1996).
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Total number (relative frequency, %) of anthropophagic anopheline females collected when biting human in three villages

Anopheline Bama Lena Soumousso
females Indoors Outdoors Indoors Outdoors Indoors Outdoors
An. gambiae s, 3,619 (95.2) 2,892 (96.5) 184 (24.4) 168 (28.3) 234 (14.9) 220 (18.7)
An. funestus s.1. 181 (4.8) 98 (3.3) 555 (73.5) 409 (68.8) 1,250 (79.7) 855 (72.5)
An. nili 1(0.02) 7(0.2) 16 (2.1) 17 (2.9) 85 (5.4) 104 (8.8)
Total 3,801 2,997 755 594 1,569 1,179
Results found only one specimen of An. rivulorum-like among

Malaria Vector Species Composition. Of six 798, two
748, and one 349 human-biting malaria vectors col-
lected in Bama, Soumousso, and Lena, respectively, all
belonged to the An. gambiae s.l., An. funestus s.l., or An.
nili species groups (Table 1). With the exception of
the rice-growing area, An. funestus was the predom-
inant species, at a frequency of 76.6 and 71.5% in
Soumousso and Lena, respectively. Conversely, An.
gambiae was the prevailing vector species in Bama,
representing >95% of the total number of anophelines
collected landing on humans. The proportion of ex-
ophagic An. funestus with respect to the total number
collected indoors and outdoors did not differ signifi-
cantly (P > 0.05) between Soumousso and Lena, and
it was estimated at 40.6 and 42.4% respectively. Such
rate did not differ significantly from that of Bama (P =
0.07), which reached 35.1%. Overall, An. funestus was
the more endophagic of the three malaria vectors,
irrespective of collection site.

An. funestus Human Biting Rates. The relative den-
sity of An. funestus was very low in the rice area
(Bama), with trivial density toward the end of the
season (Fig. 2). This relative low frequency of An.
Sfunestus has been shadowed by the high abundance of
An. gambiae. But, in Lena and Soumousso, An. funestus
remained the most prevalent mosquito. Indeed, its
activities were noted early in August in Lena and 1 mo
later in Soumousso, and it was more intensive indoors
than outdoors. The peak of the prevalence was ob-
served in September and October in Lena and Sou-
mousso, reaching 45 and 55 b/h/n, respectively. An.
funestus density decreased quickly in October in Lena,
but it remained active in Soumousso where the density
was noted in December. The aggressive density out-
doors was also important in these two villages where
An. funestus was observed in human bait up to De-
cember with the HBR averaging 20 b/h/n. Finally, An.
Sfunestus occurred toward the middle of the transmis-
sion period from August onward and outnumbered An.
gambiae until December when this mosquito contin-
ued to be active.

Identification of Species of An. funestus Group. In
total, 864 mosquitoes of the funestus group caught on
human bait between August and December 2000 have
been identified by PCR. In the Bama rice-growing
area, all the 117 mosquitoes analyzed were An. funestus
s.s. In Lena, 12 An. leesoni and 258 An. funestus were
identified. We found An. leesoni at a frequency of 30%
in the November outdoor collections, the latest month
of malaria transmission in this site. In Soumousso, we

477 females tested. It was collected outdoors in Sep-
tember (one from 30 successfully identified). Accord-
ing to these data, species other than An. funestus s.s.
were mostly exophagic, because they were caught
exclusively outdoors, late at night (between 0200 and
0300 hours).

Sporozoite Rates of An. funestus. Of 1,199 An. fun-
estus analyzed by ELISA for the presence of the cir-
cumsporozoite protein of P. falciparum, 98 were pos-
itive for the CSP antigen (Table 2). The sporozoite
rate was significantly higher (9.7%) in Soumousso than
in Lena, which averaged 4.9% (P < 0.01) and was even
lower in Bama (2.6%). One A. rivulorum-like and one
An. leesoni from Soumousso and Lena, respectively,
were tested by ELISA and found negative. Compared
with the other vectors, the sporozoite rate did not
differ (P = 0.08) between An. gambiae and An. funestus
in Bama, Lena, and Soumousso villages.

EIR of An. funestus. Malaria transmission was
mainly ensured by An. funestus in the two savannah
sites regardless of the month. Indeed, malaria trans-
mission rate was highest in Soumousso, reaching 472
infected bites per person (Table 2). The dynamic of
the transmission showed that the maximum of trans-
mission occurred in Soumousso during the three latest
months of the rainy season, reaching 146 infected bites
per person in October. Inversely, in Lena, malaria
transmission also driven mainly by An. funestus oc-
curred early during the two first months and de-
creased significantly toward the end of the rainy sea-
son. In contrast, in Bama, the rice-growing area,
malaria transmission was driven by An. gambiae irre-
spective of the period of the transmission. Here, the
dynamic of the transmission varied one month to an-
other, but the maximum of transmission also was ob-
served in October with an EIR averaging 90 infecting
bites per person.

Insecticide Susceptibility Status. Knockdown Rate:
KDTs, Except to Bama population for DDT4%, the
KDTjy, value did not differ significantly irrespective of
the insecticide tested (P > 0.05; Table 3), and it was
always faster, occurring during the first quarter (15
min) after the exposure time. In the Bama population
tested with DDT 4%, the KDTj, value was relatively
elevated, corresponding to 27 min after the exposure
time.

Knockdown Rate: KDT,5. Regardless of the prove-
nance of wild populations of An. funestus tested, the
KDT,; values were more elevated with DDT 4% (P >
0.05; Table 3) than that with deltamethrin 0.025%. In
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Fig. 2. Monthly variations of biting rates (b/h/n) in the three study sites.

contrast, the KDT,5 with permethrin 1% from Lena
and Bama populations was more elevated than that of
Soumousso. In Lena, the KDTy5 values with DDT 4%
were closer than those of permethrin 1%, occurring at
37 and 42 min, respectively, after the exposure time.

Globally, the KD effect was fastest with deltamethrin
0.025% compared with permethrin 1% and DDT 4%.

Mortality Rate. The mortality rate was 100% for all
populations of An. funestus tested to all insecticides,
except to dieldrin 4%. Indeed, mortality rates of this

Table 2. Circumsporozoite protein rate calculated by ELISA for P. falciparum for three malaria vectors in Bama, Lena, and

Soumousso from August to December 2000

Site Mosquito Aug. Sept. Oct. Nov. Dec. Total
species HBR CSPR EIR HBR CSPR EIR HBR CSPR EIR HBR CSPR EIR HBR CSPR EIR EIR
An. gambiae 2,948 24 702 3885 ND 2,890 3.1 902 1145 39 443 538 6.7 36 2405
Bama An. funestus 35 0 0 300 0 0 81 0 0 303 0 205 43 8.8 9
An. nili 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
An. gambiae 229 101 231 202 77 156 31 0 0 34 93 3.1 0 0 0 42
Lena An. funestus 198 20 39.5 1354 37 50 491 33 15.85 68 9.5 6.4 0 0 0 112
An. nili 19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
An. gambiae  N.D. 443 55 243 244 625 15.3 7591 68 128 8 102 57
Soumousso  An. funestus N.D. 1159 47 545 1604 9.1 146 1339 96 1285 659 126 83 412
An. nili N.D. 281 1.2 3.2 39 0 0 0 0 0 32

HBR, human landing rate nightly biting rate (ma) X no. of days of the month); CSPR, circumsporozoite protein rate (ratio positive mosquitoes
by total no. tested X 100); EIR, entomological inoculation rate (HBR X CSPR/100); N.D., not determined. No entry indicates not possible.



July 2007

DABIRE ET AL.: An. funestus IN HUMID SAVANNAH FROM BURKINA FAso

995

Table 3. KDT values of An. funestus s.s. tested with three insecticides (permethrin 1%, DDT 4%, and deltamethrin 0.025%)
” DDT 4% Deltamethrin 0.025% Permethrin 1%
e n KDTs, KDTos n KDTs, KDT,s n KDTs, KDTos

An. gambiae Kisumu 165 30 (29-32) 50 (48-54) 100 10 (9-11) 13 (12-15) 100 10 (9-11) 15 (12-18)

(reference strain)
Bama 100 27(26-28) 50 (46-56) 104 18 (17-19)  30(28-32) 106 13 (12-14) 34 (31-39)
Lena 100 17 (16-18) 37 (34-41) 102 12 (11-13)  26(24-30) 102 13 (12-14) 42 (37-48)
Soumousso 105 14 (13-16) 47 (41-56) 103 14 (13-15) 22 (20-24) 124 10 (9-11) 24 (22-26)

KDTj5_g5, exposure time (expressed in minutes) corresponding to 50-95% of tested mosquitoes, respectively, knocked down. n is number

of mosquitoes tested.

insecticide were 48.9 and 59.7%, respectively, in Sou-
mousso and Bama. The insecticide resistance status
from Lena for this active ingredient was not deter-
mined.

Distribution of Chromosomal Forms. All mosqui-
toes submitted to cytogenetic analysis were identified
by PCR as An. funestus s.s. As observed in previous
studies, An. funestus from this area was polymorphic
for inversions 2Ra, 3Ra, 3Rb, and 3La. The frequency
of each inversion within and across locales and other
population genetics statistics are given in Table 4.
Even evidence for Hardy-Weinberg or linkage dis-
equilibria within localities should be perceptible, it
had been masked by the small sample of mosquitoes
tested, which did not point out a statistical difference,
because the Fis value was higher with a P value <0.05.
Despite the low sample size, the distribution of karyo-
types was significantly different between villages (P
value across all loci = 0.001); the locus-by-locus anal-
ysis revealed that differentiation was mostly limited to
the two inversions on chromosomal arm 3R (P <
0.001). Applying the modified algorithm of Guelbeogo
et al. (2005) to classify single karyotypes into one of
the two chromosomal forms, it seemed that the dis-
tribution of the two taxarevealed a contrasting pattern
of distribution between villages related to the main
ecological conditions of each sampling site: Kiribina
predominated in the rice-growing village of Bama
(nine of 10 classified specimens; 90%), whereas in
Lena and Soumousso Folonzo was the most frequent
of the two taxa, with seven of 10 (70%) and seven of
eight (88%) individuals, respectively, belonging to this
form.

Discussion

Identification of Members of the An. funestus
Group. In our study area, we recorded three species
of the funestus group biting humans: An. funestus s.s.,

An. leesoni, and the new taxon provisionally named An.
rivulorum-like. An. leesoni was known to be mostly
exophilic and zoophilic (Gillies and Coetzee 1987),
whereas in one of the collections of our study (in
November at Lena), a significant proportion (30%) of
human-biting An. funestus s.l. was molecularly identi-
fied as An. leesoni. Because we do not have indepen-
dent complementary evidence (e.g., origin of blood-
meals), we do not know whether this population of An.
leesoni has a specific preference for human feeding.
Similarly, only one An. rivulorum-like, whose biology
and vector status are virtually unknown so far, was
collected on human baits. Both An. leesoni and An.
rivulorum-like were exophagic and free of malaria
parasites, although our data set is limited in scope and
needs to be extended. Thus, only An. funestus s.s. was
greatly implicated in malaria transmission in the three
savannah villages of our study area, with sporozoite
rates at times as high as 20%.

Species Composition, Vector Dynamics, and Vec-
torial Role of An. funestus. Toward the end of the
rainy season (September), An. funestus was found to
be the major malaria vector in these two savannah
villages, where both its human biting and sporozoite
rates were higher than those of other known vectors
such as An. gambiae complex or An. nili. Conversely,
in a rice-growing area embedded within this mostly
cotton-growing region, An. gambiae remained the ma-
jor malaria vector due to substantially higher popula-
tion densities. Indeed, An. funestus is known to sup-
plement An. gambiae s.1. in malaria transmission in the
West African savannah, but its major vector role was
hardly emphasized from historical studies of Robert et
al. (1985, 1988) carried out in the humid savannah of
West Burkina Faso. As early as 1985 in two savannah
villages from this area, Kongodjan and Karangasso, An.
Sfunestus EIR reached 64 and 32 infected bites per
human per yr, respectively. That number did not differ
greatly from those of An. gambiae, reaching 69 and 45

Table 4. Frequency of polymorphic chromosomal inversions of An. funestus s.s. from three villages of southwestern Burkina Faso

Village 2N (range) 2Ra Fy P 3Ra Fy P 3Rb Fy P 3La F P F;, P
Bama 18-20 010 100 006 010 1.00 0.06 0.00 - - 0.10 1.00 0.08 1.00 0.0042
Lena 20 050 025 038 055 044 023 030 010 067 005 000 1.00 026 0.1125
Soumousso 14-16 050 022 052 081 063 018 069 019 062 019 063 020 038 0.0417
Unweighted frequencies 0.37 0.49 0.33 0.11

Probability values of Wright’s F values (values in bold denote significance level P < 0.05 after Bonferroni correction) test for departures
from Hardy-Weinberg equilibrium. The last two columns report the same test across all loci within a sample.
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infected bites per human per yr, respectively, in these
two villages for the same period. Nowadays in this
area, the An. funestus EIR has increased considerably;
however, it differs significantly between Lena and
Soumousso with 110 and >400, respectively, infected
bites per mo during malaria transmission season. Thus,
the vector status of An. funestus in this region has
presumably increased in importance during the last
decade, where now it plays a major role, especially
toward the end of the rainy season. Similarly, An.
Sfunestus also has been shown to be a major malaria
vector in other African savannah regions, as observed
in Cameroon and Senegal (Manga et al. 1997, Dia et al.
2000).

Insecticide Susceptibility Status of An. funestus. No
resistance to two pyrethroids, deltamethrin and per-
methrin, nor to DDT was observed in An. funestus in
our study area. However, the KD effect (KDT,5) of
wild populations of An. funestus from the three study
sites (Bama, Lena, and Soumousso) was relatively
more elevated to DDT 4% and permethrin 1% com-
pared with the reference An. gambiae s.s. susceptible
strain. In Kwazulu/Natal, South Africa, and in the
southern region of Mozambique, An. funestus has de-
veloped resistance to pyrethroids (Hargreaves et al.
2000). The South African government has since been
obliged to switch back to DDT, despite the worldwide
restrictions of this active ingredient (Coetzee and
Fontenille 2004). In the southern African populations,
resistance mechanisms other than kdr were involved,
with mixed function oxidases conferring cross-resis-
tance to carbamates such as propoxur (Brooke et al.
2001). Although no cross-resistance to DDT and py-
rethroids was observed in our study area, An. funestus
in Soumousso and Bama was highly resistant to diel-
drin. Data from Lena were not available, but previous
data collected in a village near Lena indicated that An.
Sfunestus there was resistant to dieldrin. Lena is close
to and ecologically similar to Soumousso, and resis-
tance to dieldrin was found irrespective of ecological
settings, we can infer that resistance to this active
ingredient is common and widespread in our study
area. Insecticide susceptibility tests performed in 1967
in the same villages (Bama and Soumousso) already
reported alower degree of resistance to dieldrin in An.
funestus (11% survival in Soumousso; Hamon et al.
1968). After the huge use of dieldrin in Africa in the
1970s, the level of resistance has greatly increased,
reaching 51% survival in Soumousso, and >30% in
Bama.

Distribution of An. funestus Chromosomal Forms.
The Kiribina form was almost the only form recorded
from Bama, the rice-growing village, whereas the
mostly polymorphic Folonzo form (showing high fre-
quencies of the 3Ra, 3Rb, and 2Ra inversions) was
observed in higher relative frequencies in Lena and
Soumousso, where it represented 70% of the karyo-
typed specimens. These findings are in accordance
with the distribution pattern reported by Costantini et
al. (1999), whereby Kiribina was found predominantly
in irrigated areas. It must be stressed that our results
are preliminary due to the small size of our samples,
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and they must be gauged accordingly. Such a con-
trasting pattern of distribution, giving rise to almost
“pure” alternative populations of each chromosomal
form, in combination with small sample sizes, probably
hindered the possibility to point out significant de-
partures from Hardy-Weinberg and linkage disequi-
libria in each locale. Conversely, such a pattern is in
accordance with the significant differences in the dis-
tribution of genotypes among the three villages.

As in An. gambiae s.s., where some chromosomal
inversions are clearly correlated with ecological vari-
ables (Touré et al. 1998), it is likely that the distribu-
tion of the chromosomal forms in An. funestus follows
a pattern affected by specific environmental condi-
tions. It will be interesting to precisely identify the
ecological characteristics leading to the alternative
distribution of the two chromosomal forms of An.
funestus in different environments (e.g., rice-growing
areas versus classic savannah).
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down and immediately retrieved From white sheets laid on
the foor of sprayed huts. Mosquitoes were dissected and
the head and thorax preserved to determine their inlection
slatus. Legs were removed and kept dey for molecular
species identification. Blood- fed females were stored in 1.5
ml tubes, Muirhcad-Thomson (1958) pit traps were used 1o
catch samples of exophilic mosquitoes in 2000,

Labaratory processing of mosquitoes

Anophelines were morphologically identified using
keys of Gillies and Coetzee (1987). Later, sorme of the
females were tested by ELISA for P falciparus CSP (Wirte
et al. 1987} and those positive were processed by PCR for
molecular identification of the An. gumbice complex species
and An. funestus group and An, gambige molecular forms
(Scottetal 1993, Favia et al, 2001, Cohuet et al 2003), Blood
meals were identified as human, bovine, sheep/goat, pig, or
donkey using the ELISA technique of Beier et al. (1988),

Data analysis

The human biting rate (HBR) was calculated as
the number mosquitoes captured per person per night.
The rate of endophagy was defined as the proportion of
the mosquitoes that were caught indoors with landing
collections. The sporozoite rate was defined as the
proportion of mosquitocs lound positive for P falziparum
5 protein. The anthropophilic rate was calculated ms the
proportion of human blood among all blood meals tested.
The entomological inoculation (EIR) was calculated as
the product of HBR and the sporozoite rale of mosquitoes
caught on landing collections.

RESULTS

Species composition and endophagic rate

Im the three years, 1,647 An. gambiae sl, 2,161 An.
Sfunestus, and 111 An. wili were identified, An. fumestus
predominated among malaria vectors with some seasonal
and annual variations. An. funestus represented 60%, vs
38% for Am. parnbiae s1. and 2% An. nili, However, in 1999,
An, gambiae s]. was the main malaria vector with 65% of
the total vectors vs 34% of An._funestus and only 1% for An.
riflt. Druring the two later years, the vector population was
dominated by An. fienests with 74% and 72 % in 2000 and
2001, respectively, wath a small inciease of An, nili from 2 ta
3% (Figure 2).

Ag shown in Table 1, indoor and oudoor catches of
An. gambiae s1 did not differ significantly from equality
with each other within the same year (x°= 3, di=2, P=0.2]).
In comtrast, An. fimeshus was significantly more endophagic
than exophagicineach yearand itsendophagicrate increased
greatly from 1999 to 2001 ()= 19.4, di=1, P<0.001). An. nili
tended to exophagy but ontdoor catches did not significantly
exceed indoor ones in any of the year.

Indoor resting collection and endophilic rate

From July 2000 to December 2001, 1,005 mosquitoes
were collected in indoor spray collection of which 187 were
An, gambiae s, 627 An., funestus, and 1 An nili as malaria
wectors, During 2000, only 14 An. gambige sl and 33 An,
Junestus were caught in Muirhead-Thomson traps. Based
on these data, it was concluded that An. gambiae s L. and An.

Monthly variation of human biting rate
In 1999, biting of An. gambiae sl began at a low level
in July reaching a peale of 25/b/h/n in September and

Table 1. Endophagic rate of vectors caught in Lema village from 1999-2001.

Years Mozquito species N L % N Oudoars rm
An. gambiae 5. 459 484 439 516
1999 An, funestus 243 54.2" 205 45.8

An il ] 3 16 4
An, gasbiag el 184 53 158 47.7
An, funestus 555 576 404 12.4
0 An. nilf 1& 48.5 17 514
An, gambiac sl 178 53.6 is 464
2001 An, funcstus 500 67.8 37 22
A mili 1% 165 33 63.5

*P<0.05.

“p<0.001 (=194, di=1, P<0,001).
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Figure 1. Relative frequencies of vector species caught in indoor human landing from 1999- 2001,

B pandiae s [ A fumesis [ A mili
1999 o 2001
1% 1"

%

n=Tll =T33 n=6%7

Table 2, Variation ameng vears in entomolosgical inoculabion rate (EIR) in Lend willage fram 1999.2001,

Anopheles gambiie 8.5, Anapheles furiestius
Years Pariity rate Sporozoite EIR Parity rate Sporozoite EIR
rale e
Indoor 59.1 68 19 FEN] 161 7
(77/129) {25/366) (11715) (5/31) ’
1999 o 621 57 12 50 7.1 :
. (77124} (19/333) (172) (1/14) ~
Indoor Fib 12 a5 2.l 4.5 56
(50/67) (22/1841 (G103 (11/230)
2000 - .
7 104 59,9 30
Ol (44/62) (19/175) 70 (53/89) (74230) 2
816 9.8 68 83,5 6.5
Toudoge (48/58) (18/183) (86/103)  (24/370) 3
2001 o o
745 79 ’ 774 59 a
QruRdoe (48/58) (12/151° . (37/48) (13/222 2

Table 2. Origin of blood meals of vectors caught in Lena (percentages are between brackels),

s (bovine, ovine, or Mixed (human and
Mosguito specles Human pig) others)
An. gambise sx. 51 (62) 10013.4) 20€24.6)

An. funesfus .5 17 [56.6) 11 (38.7) 2{6.6)
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decreased sharply in October, An. funestus remained below
15/b/hin in all months (Figure 3). These two vectors were
found biting until December al low frequencies. In 2000,
An. parmbine sl, biting predominated until August after
which An. funesties increased and reached a peak of 45 bfh/
n in September. Therealler, the An. gambize s1. biting rate
declined and neither An. furrestus nor An gambiae s.1. were
observed in Decernber. In 2001, Ar. fienestues predominated
as early as August and remained predominant until the end
of the rainy seasan. Owerall, the relative proportion of An.
gombiae sl decreased and An. fusestus increased.

Parity, circomsporazeite, and entomalogical ineoulation
rales

Data on parity and sporozoile rates of cach species in
each year arc shown in Table 2. Becausc there were no major
changes in parity rate, varialion in EIR {Figare 4) resembled
those im sporozoite raics, i.c., predeminance of An, gambiae
until Septemberin 1999 with An. firestus thereafter. [n 2000
and 2001, A funestus predominated even in the earlier
manths (Table 2). P faleiparum CS protein was analyzed in
330 females of An. gambise sl for specics and molecular
form identification, Only 7% (n=23) were identificd as
Am. arabicnsis vs 33% (n=307) us An. gamdbise s.s No An,
arabienzis were found 10 be infected with P falciparum,
Among 210 females identified as Am. gambiae ss, 28%
{n=60} were characlerized as the M molecalar form vs 72%
of the S {n=150} molecular form. Three hundred female
An. funestus (100 in each year) were analysed by PCR and
identified as An. fumestus s.s.

The ant hropophilic rate

Eighty-two An. gambine 55 and 30 An furestus
randomly sampled from indoor resting females were
tested for their origin af blood meal, These two species had
anthrophilic rates reaching up 1o 55%, with a few cases of

mixed meals (Table 3),
DISCUSSION

Because Lena is a typical savannah village, mosqguito
larval habiiais are mainly raim-dependent and vector
activitics coincide with the riny season. Thus, weclor
populations were dominated by An. gambiae sl during
moat of the rainy season, However, we observed some
residual and intense vector activily occureing Toward the
end of the rainy season resulting from the appearance of
An, funestus concomitantly with An, gambias sl two
major anthrophilic vectors, The firsl dominated the vector
distribution especially in the years 20:00 and 2001. Indeed
the occurrence of An. funestus did notl appear to modify
overall vector abundance, but the proportion of each
species. That led 10 a specific vector dynamic and malaria
transmission pattern resulting in a high inoculation rate
toward the end of the rainy scason where the natural larval
sites were drying. This increase of An. funestus apparently
resulted from a semi-permanent swamp that favared An.

grmbidae s.1. at the heginning of the ralny season hefore the
vegelation grew abundantly and cowvered the water surface,
As An. gambine developed better in sites exposed to the sun
and without vegetation {Carnevale ex al, 1999), they had less
ability to colonize this kind of breeding site and An. furnestus
had ihe opposite requiremsents. Indeed, there was mose rain
in 2000 than the other two years which might lead one 1o
expect more vectors there, but this was not the case. In
cach year, Avguast had the most rainfall but there was not
a corresponding peak of the two vectors. The presence
of a swamp is apparently the main cause of increased
wector abundance toward the end of the rainy season. The
dumping in the swarnp of waste soil for road construction
made the site more favorable to An. funestus. Furthermaore,
the volume of rain that fell between June and August was
relatively higher and might contribute first, to leach away
the breeding sites colonized by Anm. gamibioe and second. to
fill the swamps favorable to An. funestus.

In conclusion, the modification of the natural landscape
by human activities can greatly change vector composition,
shifting the malaria transmission pattern as suggested by
our study. This landscape modification must be monitored
and controlled by a system of planning permission to
prevent vector proliferation that could interfere with local
efforts to reduce the malaria burden, This consent action
could lead to the restriction or even the elimination of the
swamg which now allows vector breeding in the heart of
the village.
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Abstract

We investigated through transversal sampling at 20 localities across the three different agro-
climatic zones of Burkina Faso, the distribution of the acetyl cholinesterase insensitive
mutation ace.1, conferring the resistance phenotype to organophosphates (OP) and
carbamates (CM) in An. gambiae s.l. Specimens were identified by PCR assays and
characterized for the ace.1 gene. The overall collection of adults by indoor aerosol spray was
a mix of An. gambiae s.s. and An. arabiensis across the Sudan (97.3% vs 2.3%), Sudan-
sahelian (78% vs 22%) and the Sahel (91% vs 9%) ecotypes. The distribution of the two
molecular forms showed that the S form predominated in the Sudan sites from the West (67%
vs 33% for the M form). It was found in similar proportion with the M form in the Sudan-
sahelian sites (49% vs 51%) being very rare in the Sahel (100% of M form). The ace.l gene
was dispersed throughout the Sudan and Sudan-sahelian localities at low frequencies (<50%)
and was absent in the Sahel. It was overall most spread in the S molecular form (0.32 vs 0.03)
but the highest frequency value was recorded in the M molecular form (0.6). No A4n.
arabiensis was detected carrying this mutation. However it occurred in these two climatic
zones, its distribution overlapped the cotton growing areas dispersed throughout the two
zones. The role of agricultural uses of insecticides facilitating the spread of the ace.l mutation
is discussed. These results are important at epidemiological level as OP and CM had been
proposed to be used in combination with pyrethroid as alternative strategy in vector control

programs.

Key-words: Anopheles gambiae s.s., ace.1 mutation, organophosphates, carbamates, Burkina

Faso



Introduction

First reported in Anopheles gambiae populations from Cote d’Ivoire (Elissa et al., 1993), the
Leu-Phe kdr had been observed spreading out throughout Africa especially in West Africa
(Chandre et al., 1999, Diabaté et al., 2004, Awolola et al., 2005, Tripet et al. 2007). Kdr
mutation was associated prior to the intensive use of DDT and lately to pyrethroids for crop
protection particularly in cotton areas (Chandre et al., 1999; Diabaté et al. 2002). This
mutation had been observed first in the S molecular form of An. gambiae s.s. reaching high
frequencies whereas it was not found neither in sympatric mosquitoes of the M molecular
form nor in An. arabiensis species (Chandre ef al., 1999; Brooke et al., 1999). But few years
after, it has been reported in the M form of the littoral from Benin to Guinea Bissau (Fanello
et al., 2000; Dabiré et al., 2007). In-depth investigations carried out lately across inland
savannahs detected also kdr mutation in the M populations but at very low frequency (Diabaté
et al., 2003). In Burkina Faso, some recent investigations performed on a large scale, recorded
relatively high frequency of the kdr mutation both in the M molecular form and An.
arabiensis (Dabiré et al., unpubl.). These results were interesting at genetic level because
contributing to understand the evolutionary process in An. gambiae s.l. genetics. But at
operational levels, emergence of resistance within vector populations suggests an eventual
failure in vector control mainly focused on the use of insecticide treated nets (ITNs). To
prevent failure in ITNs efficacy and to fulfil difficulties related to the re-impregnation of such
ITNs, many innovative researches have been conducted on the concept of long lasting nets
(LLINSs) based on pyrethroid and netting combinations. Even though in many parts of Africa,
ITNs and LLINSs still achieved a good control of pyrethroids-resistant populations (Darriet et
al., 2000; Henry et al., 2005; Dabiré et al., 2006), the reducing of susceptibility was reported
at field level (Nguessan et al., 2007). In such context, prospective researches had been

initiated in order to anticipate the critical issue of resistance at operational level. Nowadays



two ways are envisioned i) the re-introduction of DDT formerly abandoned for indoor
spraying (Rogan and Chen, 2005) and ii) the use of other insecticides such as
organophosphates (OP) and carbamates (CM) in mosaic or in mixture with pyrethroids
(Guillet et al. 2001). This later as soon as conceived, has to solve the resistance against CM
and OP conferred by the ace.l mutation (Weill et al., 2003). So far described in Culex
populations from Coéte-d’Ivoire (Chandre et al., 1997), the reduced susceptibility to OP and
CM was recently observed in An. gambiae populations in the North of Cote d’Ivoire and
Benin (Nguessan et al., 2003; Corbel et al., 2007). This resistance resulted from a single point
mutation (Glycine to Serine at position 119) termed ace.1 G119S mutation (Weill et al.,
2003) that could be detected by PCR-RFLP assay (Weill ef al., 2004). The aim of the present
study is to gather information on the spread of this mutation in An. gambiae s.1. populations
from Burkina Faso. This information is crucial in the way to better conceive of CM and OP

based-combination to be used in such ITNs.

Materials and methods

Study sites

Burkina Faso covers three ecological zones, ranging from Sudan savannah zone open to arid
savannah zone (Sudan-sahelian) extends throughout much of the central part and aridland
(Sahel) in the north. The northern part experiences a dry season of 6-8 months. Rainfall is
heaviest in the south-west (5-6 months) with a relatively short dry season. The varied
ecological conditions are reflected in the different systems of agriculture practiced throughout
the country, from arable to pastoral lands. The western region constitutes the main cotton belt
extending to the south where some new cotton areas have been cultivated. All ecological
zones support the existence of Anopheles species, the vector of malaria parasites. Thus,

malaria is widespread in the country.



Mosquitoes sampling

Adult mosquitoes were collected by indoor insecticides aerosol spray with pyrethroids
insecticides from August to October 2006 in 20 sites throughout the three climatic zones of
Burkina Faso (Figure 1). Anophelines species were identified morphologically using standard
identification keys of Gillies and Cootzee (1987). They were kept on silicagel into 1.5-ml

tubes and stored at -20°C prior to PCR analysis.

PCR analysis

An average of 30 mosquitoes was tested per site for molecular analysis. Genomic DNA was
extracted from individual mosquito and PCR amplified to determine the different species
within the An. gambiae complex (Scott et al., 1993), to characterise the molecular form (M or
S) within An. gambiae s.s. (Favia et al., 2001) and finally to detect ace. G119S mutation
within all members of the complex. This latest procedure is based on slightly modified PCR
reaction, described by Weill et al, 2004 wusing specific primers FEx34Gdir
(GATCGTGGACACCGTGTTCG) and Ex34Grev (AGGATGGCCCGCTGGAACAG). PCR
was performed in 25ul volume containing 2.5ul of 10X Tag DNA polymerase buffer, 200uM
desoxynucleoside triphosphate (ANTP) each, 0.1U of Tag DNA polymerase (Qiagen, France),
10pmol of each primer and about 1 to 10ng of extracted DNA. PCR conditions included an
initial denaturation step at 94°C for Smin followed by thirty five cycles of 94°C for 30s, 54°C
for 30s and 72°C for 30s, and a final extension at 72°C for 5min. Fifteen microlitres of PCR
product was digested with 5U of Alul restriction enzyme (Promega, France) at 37°C during 3
hours in a final volume of 25 pl. The PCR-RFLP amplification products were analysed by
electrophoresis onto a 2% agarose gel stained with ethidium bromide and visualized under

UV light.



Data were compared between ecological zones and pooled for each molecular form to

comparing the genotypes frequency between molecular forms using chi square test.

Results

We analysed in total 568 mosquitoes from 20 localities in three climatic zones of Burkina
Faso. The overall species composition indicated that the proportion of the S molecular form
of An. gambiae s.s. was more frequent (89.7%) than An. arabiensis with only 10.2% (Table
1). The molecular S and M forms of An. gambiae s.s. were recorded in 16 sites and An.
arabiensis in 9 sites. Their distribution varied at the country scale according to the climatic
ecotypes. The S molecular form predominated (64.5 vs 32.8% for the M form) in the wooded
savannah areas of the South and western regions whereas the M form occurred more
frequently in the North with a gradient decreasing from North-West to South-West (Figure 2).
The M form was the most frequent in the Sahel regions. The central areas were characterised
by an overlapped repartition of the two molecular S (39.2%) and M (38.7%) forms with An.
arabiensis (22.1%) (Fig. 2)

The ace.1 mutation was recorded in 14 sites at varying frequencies being absent in the Sahel
and the central regions (Fig. 2). The overall frequency of ace.l mutation was significantly
higher in the S form (0.32) than in the M form with only 0.029 (3*=105, df=2, P<0.001).
Compared between zones, the ace.l frequency in the S molecular form was higher in the
Sudan savannah than in the Sudan-sahelian zone (0.38 vs 0.22) where it was detected only in
6 sites (3°=19.68, df=2, P<0.001) (Fig. 3). In the M molecular form, this mutation was
detected overall in 5 sites with three located in the Sudan ecotype and the two others in the
Sudan-sahelian zone. Even thought it was spread across two climatic zones, it was recorded
mostly in the cotton growing area (Table 1). Though the ace.1 gene was less spread within the

M molecular form the highest frequency (0.66) was recorded in this form in Hound¢ located



just on the limit of Sudan region. Furthermore the proportion of homozygous (RR) was
significantly higher in the S form (22/289) than in the M molecular form (3/178) (Table 2).

No An. arabiensis was recorded carrying this mutation.

Discussion

After extensive investigations, the ace.1 G119S mutation conferring the acetyl cholinesterase
resistance phenotype was detected in both M and S forms of An. gambiae s.s. in Burkina
Faso. This mutation was widely distributed at relatively high frequencies in the S form and at
low frequencies in the M molecular form but probably in ongoing spreading process. Alike
the kdr mutation which was associated to the intensive use of insecticides in agriculture
(Chandre et al., 1999; Diabaté et al. 2002), the ace.l mutation seemed to be also more spread
in the cotton growing areas as suggested by our data. The unequal distribution of the resistant
phenotype within the M and S molecular forms of An. gambiae s.s. is probably the result of
differential insecticide pressure selection. The distribution and temporal dynamics of the
molecular S form should expose it to greater insecticide selection pressure (Diabaté et al.
2002). Indeed the geographical distribution of this gene coincides with cotton growing areas
from the west where also the S form was the most dispersed suggesting that this gene was
also selected mainly by the use of insecticide in agriculture as described by Diabaté et al.
(2002) for the kdr mutation. This hypothesis was supported by the very low frequency of this
gene recorded either in M and S molecular forms from the central and Sahel sites where
cotton growth was rare or absent. Evidence of agricultural selection of this gene was also
given by the fact that all specimens carrying this gene were distributed in cotton developing
areas both in Sudan and Sudan-sahelian localities being absent in the Sudan-sahelian sites
without cotton cropping. As far as resistance to CM and OP was described within An.
gambiae and Culex quinquefasciastus populations from the urban cities stretching the railway

extended from the North of Cote-d’Ivoire to Bobo-Dioulasso in Burkina Faso, the emergence



of this resistance had been ascribed to the domestic use of insecticide against culicid nuisance.
We expected to detect the ace.1 mutation mostly in urban agglomerations but there is not the
case. Indeed except the cities surrounded by the cotton belt, this mutation is absent in the
larger cities of the central region such as Ouagadougou, Kaya etc. The main reason of the
ongoing spreading of this gene and its equal distribution in cotton belt even thought located in
Sudan-sahelian region could result to the use of CM and OP in association with pyrethroids to
treat cotton crops. This associated-treatment scheme had been adopted since 1996 in order to
manage the pyrethroid-resistance of Helicoverpa armigera and Bemisia tabaci emerged
throughout the cotton belt in Burkina Faso (Sofitex, 1996). All these arguments suggested that
like the kdr mutation, the ace.1 gene was prior selected by the agricultural use of insecticide
which was intensive in cotton cropping areas. As the molecular S form was the predominated
vector, it was prior exposed to the selection pressure than the M form. Some bioassays
performed in 2003 on An. gambiae populations from four sites located in the cotton belt of the
West of Burkina Faso revealed early resistance cases to CM and OP such as propoxur,
endosulfan, chropyrifos ethyl and fenitrotion (Baldet, unpubl.) confirming the pattern of
genetic resistance revealed in the present study. But the bioassays may be extended to a large
scale in order to describe with accuracy the resistance status to OP and CM in Burkina Faso.
The relative high proportion of homozygous specimens (RR) suggests that the spreading of
this mutation is in ongoing process. Because of the simultaneous spreading of this gene within
the S and M forms, it is difficult to predict the evolutionary process of the ace.l within the
An. gambiae s.]. and between the two molecular forms. Nevertheless the pattern of
distribution suggests that this gene should occur within the M molecular through introgression
from the S to the M form. But some comparative sequencing of the ace.l intron between
molecular forms and within An. gambiae s.1. is crucial to determine the evolutionary history

and the level of gene flow between these taxa.
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6. Table(s)

Table 1: number of mosquitoes tested in PCR and the repartition of ace.1 genotype within An.
gambiae s.l.

Species and molecular

Genotype Ace.1

Total tested

form RR RS SS In PCR
An. gambiae S form 22 133 114 269
An. gambiae M form 3 10 165 178
An. arabiensis 0 0 57 59

(= 116, df=2, P<0.001)
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Table 2: distribution of the species of An. gambiae s.1., molecular forms of An. gambiae s.s. and the distribution of the frequencies of ace.1 gene

Study sites Agricultural An. gambiae s.1. Form S Form M An. arabiensis
F F

Geo-references practises N F(ace.l) N % F (ace.1) N % (ace.1) N % (ace.l)
Orodara 10°97N,4°91W cotton, fruit trees 15 0,4 15 100 0,4 0 0 0 0 0 0
Niangoloko 10°26'67"N,3°08'33"W cotton 19 0,35 19 100 0,35 0 0 0 0 0 0
Banfora 10°37'N4°45'W cotton 30 0,33 25 83 0,38 5 17 0,2 0 0 0
Batié 9°27'N,2°45W cereals, cotton since 1996 27 0,39 27 100 0,39 0 0 0 0 0 0
Gaoua 10°20N,3°11'W cereals, cotton since 1996 21 0,21 19 90 0,24 2 10 0 0 0 0
VK35 4°23'41"N,11°24'13"W rice 46 0 0 0 0 46 100 0 0 0 0
VK7 4°24'42N,11°23'14"W rice 58 0,18 26 45 0,37 32 55 0,031 0 0 0
Soumousso 11°01'46"N,4°02'45"W cotton 29 0,41 27 93,1 0,42 2 6,9 0 0 0 0
Diébougou 10°58N,3°15W cereals, cotton 23 0,36 15 57 0,38 0 0 0 5 22 0
Houndé 11°29,3°31W cotton 28 0,46 18 88 0,43 10 12 0,66 0 0 0
Boromo 11°45N,0°52W cotton 28 0,3 23 64 0,39 3 34 0,15 0 0 0
Dédougou 12°28N,3°27W cotton 27 0,19 10 60 0,35 15 40 0,1 2 7 0
Nouna 12°37N,3°55'W cotton 27 0,17 17 59 0,29 12 41 0 0 0 0
Nanoro 12°27N,1°81'67"W cereals 28 0 6 37,5 0 10 62,5 0 12 428 0
Manga 11°40'N,1°05W cereals, cotton since 1996 30 0,06 9 30 0,22 13 433 0 8 26,7 0
Kombissiri 12°04N,1°213W cereals, cotton since 1996 30 0,033 18 60 0,055 7 23,33 0 5 0,17 0
Ouagadougou  12°21'14"N,1°30'41W urban, vegetables 26 0 0 0 0 11 42 0 15 58 0
Koubri 12°16°36N,1°38°69W cereals, vegetables 21 0 2 9,5 0 13 62 0 6 28,5 0
Kaya 13°06'N, 1°05'W cereals 26 0 0 0 0 22 84,6 0 4 154 0
Dori 14°03'N, 0°03'W cereals 29 0 0 0 0 28 96,5 0 1 3,5 0
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Abstract.

Resistance of Anopheles gambiae to organophosphate and carbamate insecticides was first reported in

Cote d’Ivoire, West Africa. Subsequent studies revealed that it resulted from a single point mutation in the oxyanion
hole of the acetycholinesterase enzyme (ace-1” mutation). We investigated the distribution and prevalence of the ace-17
mutation in An. gambiae s.1. populations from seven locations in south-western Burkina Faso. The ace-1® mutation was
found in both M and S molecular forms of An. gambiae s.s., but it was absent in An. arabiensis. Its frequency ranged from
0.25t00.51in S form and 0.04 to 0.13 in M form, though they were sympatric. The lack of homozygous resistance indicated
a strong genetic cost associated with the mutation. These data suggest that organophosphate and carbamate resistance
conferred by target site insensitivity is spreading in populations of An. gambiae s.s. from West Africa.

INTRODUCTION

Anopheles gambiae Giles, the major malaria vector in West
Africa, has been subjected to selection pressure by DDT and,
more recently, pyrethroids through use of these insecticides
for both agricultural and public health purposes.'* The inten-
sive application of these chemical insecticides led to the de-
velopment of resistance in many insects including Anopheles
mosquitoes. The first case of resistance to pyrethroids in An.
gambiae was reported in 1993. This resistance results from a
single point mutation (leucine TTA to phenylalanine TTT) in
the gene that encodes the sodium channel, and confers the
characteristic “knockdown resistance” or kdr phenotype.*
This mutation is widespread in West Africa and may compro-
mise the use of pyrethroids for public health.">~” Some alter-
native solutions to pyrethroids are therefore necessary.®?

Preliminary experiments have already been done to test
organophosphates (OP) or carbamates (CX) as alternatives
to pyrethroids on insecticide-treated nets.'” However, insen-
sitivity of wild An. gambiae to both insecticides, which target
acetylcholinesterase (AChE), has been recently reported in
West Africa.'' Sequencing of this target site identified a
single mutation, (glycine to serine at position 119) in the oxy-
anion hole of the acetylcholinesterase enzymes that was as-
sociated with insensitivity of An. gambiae to OP and CX.'?
This mutation, named ace-I1_G119S or ace-1® (using the Tor-
pedo nomenclature), was the same described in Anopheles
albimanus Weidemann and Culex pipiens Say.'>'* A Poly-
merase Chain Reaction (PCR)-based assay was devised to
detect its presence in An. gambiae, An. Albimanus, and Cx.
Pipiens.'*

This study is designed to evaluate the presence and extent
of the distribution of the ace-1% mutation within and among
An. gambiae s.]. populations in south-western Burkina Faso
where pyrethroid resistance was also reported in An. gam-
biae.*"

* Address correspondence to Luc Djogbénou, Centre de Recherche
Entomologique de Cotonou (CREC), 06 BP 2604, Cotonou, Bénin.
E-mail: Luc.Djogbenou@ird.fr
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MATERIALS AND METHODS

Study area. The study was carried out in seven locations in
south-western Burkina Faso, based on their different patterns
of insecticide use: i) VK7, a village located on the outskirts of
rice fields (11°24'N; 4°24'E); ii) two cotton-growing areas,
Samandeni (11°27'N; 4°27'E) and Seguere (11°30'N; 4°24'E);
iii) two sites in the urban area of Bobo-Dioulasso (11°10'N;
4°17'E) where more than 95% of the households use coils
frequently to protect themselves against mosquito bites: Di-
oulassoba (Bobo 1), located in the center of the city and
Kuinima (Bobo 2) on the outskirts ; iv) Yegueresso (11°09'N;
4°10'E) and Darsalamy (11°02'N; 4°21'E), two villages not
far from the urban area of Bobo-Dioulasso. Yegueresso and
Darsalamy are sites with limited use of insecticides because
agriculture is done at the subsistence level (e.g., beans and
maize). All of these sites were located in the same climatic
area (annual rainfall 1,000 mm) (Figure 1).

Mosquito collections. Larvae of An. gambiae s.1. were col-
lected in October 2005 (end of the rainy season) and March
2006 (dry season) and were transferred to the IRSS (Institut
Régional des Sciences de Santé) laboratory for adult emer-
gence. An. gambiae adults were visually sorted according to
morphologic identification keys and were kept at —20°C for
molecular analysis.

DNA extraction and PCR identification of the An. gam-
biae M and S. Genomic DNA was extracted from individual
mosquitoes using the protocol slightly modified from Collins
and others.'® Species of the An. gambiae complex and mo-
lecular forms of An. gambiae s.s. were identified using the
methods of Scott and others and Favia and others, respec-
tively.'”-1#

PCR identification of ace-1® mutations of acetylcholines-
terase gene of An. gambiae. The ace-1 gene was amplified by
PCR with Ex3AGdir 5GATCGTGGACACCGTGTTCG3'
and Ex3AGrev 5AGGATGGCCCGCTGGAACAG3' oli-
gonucleotide primers.'* PCR was performed in 25 pL vol-
umes containing 2.5 pL of 10X Tag DNA polymerase buffer,
200 uM deoxynucleoside triphosphate (dNTP), 0.1 U of Tag
DNA polymerase (Qiagen, France), 10 pmol of each primer,
and 1 to 10 ng of extracted DNA. PCR conditions included an
initial denaturation step at 94°C for 5 min followed by thirty



ACE-1® MUTATION IN AN. GAMBIAE S.L. 299

FIGURE 1. The study areas map showing the relative frequency of M and S molecular forms of An. gambiae s.s.

five cycles of 94°C for 30 s, 54°C for 30 s, and 72°C for 30 s,
and a final extension at 72°C for 5 min. Fifteen microliters of
this product were digested with 5 U of Alul restriction en-
zyme (Promega, France) in a final volume of 25 pL. The PCR
amplification products were analyzed by electrophoresis onto
a 2% agarose gel stained with ethidium bromide and visual-
ized under UV light.

Statistical analysis. Conformity of ace-I® frequency with
Hardy Weinberg expectations was tested for each population
using the exact probability test.'

RESULTS

The numbers and species of mosquitoes collected are
shown in Table 1. A total of 492 mosquitoes were identified to
species level and to molecular form (Table 1). Two species of
the An. gambiae complex were recorded and found in sym-
patry in six locations out of seven. Overall An. gambiae s.s.
was predominant with 61%, but An. arabiensis (Patton) oc-
curred at a significantly higher frequency in Darsalamy,
Yegueresso, Bobo Dioulasso, and Seguere (> 58% in these
breeding sites) as opposed to Samandeni (4%) and VK7
(0%). The two molecular forms of An. gambiae s.s. were sym-
patric in all locations, except in Bobo 2 where only S form was
identified (Table 1). The S form predominated in urban areas
at frequencies of 95-100%. The M form was predominant in
Darsalamy and Yegueresso.

The ace-1% mutation was detected in An. gambiae s.s. only
and was present in all sites, regardless of the different patterns
of insecticide use. Its frequency was higher in the urban, cot-
ton, and rice-growing areas, compared with Yegueresso and
Darsalamy where insecticide use is limited (Table 2). The
ace-1% allele is present in both M and S molecular forms of

An. gambiae but is more frequent in the S form (Table 2). In
addition, few specimens analyzed were homozygous for the
ace-1® mutation (only 3 of 131 resistant mosquitoes recorded
from all sites). A significant departure from Hardy Weinberg
equilibrium was observed in some samples because of a
strong deficit of homozygous-resistant individuals (Table 2).

DISCUSSION

Pyrethroid-treated bednets remain one of the major tools
for malaria vector control in tropical areas. However, the
spectrum of resistance to pyrethroids calls for alternative and
complementary solutions. Even if they are not recommended
for bednets impregnation, OP and CX should be considered
as some alternatives for indoor residual spraying. Resistance
of An. gambiae s.s. to OP and CX has been reported by
N’Guessan and others'! using bioassay techniques. This study
demonstrated the need to monitor OP and CX resistance

TABLE 1

Frequencies in percentage of Anopheles gambiae s.s., S and M mo-
lecular forms, and Anopheles arabiensis at seven sites in south-
western Burkina Faso.

Anopheles gambiae s.s.

Anopheles

S-form M-form Total arabiensis

Area Site N (%) (%) (%) total (%)
Urban Bobo 1 60 95.8 42 40.0 60.0
Bobo 2 87 100 0.0 31.0 69.0
Cotton Samandeni 47 556 444 95.7 43
Seguere 43 444 556 41.9 58.1
Ricefield VK7 166 482 518 100 0.0

Other sites  Darsalamy 45 222 718 20.0 80.0
Yegueresso 44 200  80.0 22.7 773

* N: number of mosquito tested by PCR analysis.
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TABLE 2

Frequencies of the ace-1% allele and genotypes in the Anopheles gambiae s.s. and S and M molecular forms.

Anopheles gambiae s.s. S-form M-form

Area Site F(ace-1%) & (N) HW RR RS SS F(ace-1%) HW RR RS SS F(ace-1%) HW
Urban Bobo 1 0.35 (24) 0.175 1 15 7 0.37 0.093 0 0 1 0 —
Bobo 2 0.33 (27) 0.024 0 18 9 0.33 0.024 0 0 0 0 —
Cotton Samandeni 0.19 (45) 0.320 0 17 8 0.34 0.021 0 0 20 0 —
Seguere 0.17 (18) 1 0 6 2 0.38 0.441 0 0 10 0 —

Rice field VK7 0.24 (166) 0.011 2 69 9 0.46 0.000 0 6 80 0.04 1
Other sites Darsalamy 0.11 (9) 1 0 2 0 0.50 1 0 0 7 0 —

Yegueresso 0.15 (10) 1 0 1 1 0.25 — 0 2 6 0.13 1

F (ace-I%) values = frequencies of the ace-1®¥ mutation.
HW = the Exact Probability for rejecting Hardy-Weinberg equilibrium.
(N) = is the number of An. gambiae s.s.

among populations of the An. gambiae complex in Africa, to
determine its spread and anticipate vector control failure
where these insecticides are used. Since the development of a
molecular test to detect the ace-1% mutation in An. gambiae,"*
this study is the first that reports the distribution of the ace-1%
mutation in populations of An. gambiae s.1. across areas with
different patterns of insecticide use in Burkina Faso.

The use of insecticides for crop protection may explain the
level of OP and CX resistance observed in some of our rural
areas. Diabate and others® showed that agricultural use of
insecticides in Burkina Faso was involved in the development
of pyrethroid resistance in An. gambiae s... In the cotton-
growing areas, farmers use huge amounts of insecticides to
avoid substantial yield reduction of their crops. Even if the
selection pressure is much lower in rice field areas, a high
frequency of resistant individuals was observed in VK7. VK7
is located at the periphery of rice fields and the resistant
mosquitoes of the S form found in VK7 might have migrated
from surrounding cotton areas as was the case for the kdr
mutation in the same village.? In the urban area of Bobo-
Dioulasso the presence of ace-17 should be partly explained
by the use of household insecticides, which sometimes contain
carbamate. In 1993 in Bouake, Cote d’Ivoire, Elissa and oth-
ers® attributed the presence of permethrin resistance to the
widespread use of pyrethroids in households. However, dur-
ing our larval collections in Bobo-Dioulasso, we also noticed
important vegetable growing areas within town where farm-
ers apply large amounts of insecticides for crop protection
(personal observations). Otherwise the results from the sur-
vey conducted in 2002 by Diabate and others® showed high
levels of pyrethroid resistance (kdr mutation) up to 95.6% in
the same area of Bobo 1. In Yegueresso and Darsalamy
where limited amounts of insecticide is used to protect crops
for subsistence, the level of resistance observed (0.11 for
Darsalamy and 0.15 for Yegueresso) in mosquitoes may have
been due to a migration from the urban areas of Bobo Diou-
lasso into these villages.

The molecular M and S forms of An. gambiae are incipient
species.?’ They display a pattern of habitat segregation and a
strong assortative mating in nature that results in a strong
barrier to gene flow.?'>* The ace-1” mutation was detected in
both M and S molecular forms of An. gambiae s.s. but at
different frequencies. It was significantly higher in the S form,
probably reflecting the differences in the insecticide selection
pressures the two forms experience in their natural habitats. It
is not clear from our data whether the OP and Cx resistance
gene was selected in one form and arose later on in the second
one through genetic introgression as it has been shown with

the kdr mutation. Further studies to clarify this point are
needed and eventually that may help to better understand the
gene flow pattern between the two forms in natural popula-
tions. Although An. arabiensis was found in sympatry with the
two molecular forms of An. gambiae, the ace-1¥ mutation was
never found in this mosquito species suggesting that gene flow
between An. arabiensis and An. gambiae is strongly reduced.

The high relative frequencies of An. arabiensis in our mos-
quito samples across the study area were surprising. Previous
studies in the same area have recorded a maximum of 8% of
An. arabiensis in contrast to the present study where An.
arabiensis represented 60% of the total collection.>*' Coluzzi
and others?* first reported the penetration of this mosquito
species into urban settings in southern Nigeria. Many other
studies confirmed these observations later in different places
drawing attention to the rapid extension of An. arabiensis into
urban areas.>>° Further studies are needed to understand the
current distribution of An. arabiensis in West African cities.

The insensitivity of acetylcholinesterase to OP and CX
leads to a reduction of the normal enzyme function. Several
studies have suggested that the biochemical change intro-
duced by G119S results in a fitness reduction on life-history
traits associated with the mutation. This phenomenon was
observed with Cx. pipiens. Numerous life-history traits are
modified in insecticide-resistant individuals as compared with
susceptible ones (e.g., an increased larval development time
and mortality, a lower male reproductive success, and a lower
female survival during overwintering).?”-?® The data obtained
from the field samples in the present study indicate that the
frequency of resistant homozygous individuals (ace-17%) is
extremely low in adult females (1% homozygous resistant
versus 45% heterozygous). The Hardy-Weinberg test showed
an excess of heterozygotes. This drastic lack of resistant ho-
mozygous An. gambiae in the field is consistent with the hy-
pothesis of a high fitness cost associated with the G119S mu-
tation in this species. Additional studies are required to ex-
plore this hypothesis through laboratory experiments
comparing different life-history traits of the resistant allele, to
understand the low frequency of resistant homozygous speci-
mens recorded in the field populations.

In conclusion, we report here that this mutation occurs in
many specimens of An. gambiae s.s. found in South-Western
Burkina Faso in addition to the case in Bouake in Cote
d’Ivoire. All these findings suggest that OP and CX resistance
may be widespread throughout West Africa. This wide distri-
bution of ace-1¥ mutation in West Africa theoretically could
result either from the spread of the single mutation or from
the independent occurrence of the same or different muta-



ACE-1® MUTATION IN AN. GAMBIAE S.L. 301

tions in many countries. Although the rate of mutations gen-
erating resistance genes among mosquitoes is unknown, we
can consider that the migration including passive transporta-
tion of mosquitoes and gene flow play major roles in the
dispersion of resistance genes between distant populations.*’
Further genetic studies will be performed on mosquito
samples to investigate gene flow between Bouake in Cote
d’Ivoire and other towns in Burkina Faso. However mosqui-
toes with resistance for both kdr and ace-1® mutations were
found in the field. The presence of both resistance mecha-
nisms (kdr and ace-1%) in mosquitoes may allow them to be
simultaneously resistant to pyrethroids, carbamates, and or-
ganophosphates. Although there is no miraculous short-term
solution to this resistance problem, it is important for pro-
gram managers to better understand resistance issues and to
promote good practices in chemical-based vector control. In-
deed it is essential to use public health insecticides in such a
way that they are safe, effective, and affordable, while taking
into account resistance problems. This work like others un-
derlines the relationship between vector resistance and the
use of agricultural insecticides. It is clear that closer collabo-
ration between resistance experts in agriculture and public
health is needed. Public health agencies can definitely benefit
from the extensive experience gained by the agricultural sec-
tor in promoting integrated pest-management principles as
well as disseminating simple and pragmatic guidelines for in-
secticide resistance management.
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Abstract

Background: The development of mosquito nets pre-treated with insecticide, Long Lasting
Impregnated Nets (LLINs) that last the life span of the net, is a solution to the difficulty of the re-
impregnation of conventional nets. Even if they showed a good efficacy in control conditions, their
efficacy in the field, particularly in areas with resistance of Anopheles gambiae to pyrethroids, is not
well documented. This study compares wide (Olyset®) and small (Permanet®) mesh LLINs in field
conditions, using entomological parameters.

Methods: The two LLINs were tested in a rice-growing area of south-western Burkina Faso (West
Africa) with year around high density of the main malaria vector An. gambiae s.s. In the study village
(VK®), there is a mixed population of two molecular forms of An. gambiae, the S-form which
dominates during the rainy season and the M-form which dominates the rest of the year. The two
LLINs Olyset® and Permanet® were distributed in the village and 20 matched houses were selected
for comparison with four houses without treated nets.

Results: Mosquito entrance rate was ten fold higher in control houses than in houses with LLINs
and there was no difference between the two net types. Among mosquitoes found in the houses,
36 % were dead in LLIN houses compared to 0% in control houses. Blood feeding rate was 80 %
in control houses compared to 43 % in LLIN houses. The type of net did not significantly impact
any of these parameters. No mosquitoes were found inside Permanet®, whereas dead or dying
mosquitoes were collected inside the Olyset®. More than 60% of mosquitoes found on top or
inside the nets had had blood meals from cattle, as shown by ELISA analysis.

Conclusion: The percentage of blood-fed mosquitoes in a bed net study does not necessarily
determine net success. The efficacy of the two types of LLINs was comparable, during a period
when the S-form of An. gambiae was carrying the kdr gene. Significantly higher numbers of
mosquitoes were collected in control houses compared to intervention houses, indicating that the
LLINs provided an additional deterrent effect, which enhanced their expected prevention capacity.
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Background

The use of insecticide-treated bed nets (ITNs) for individ-
ual as for collective protection against malaria has been
shown to reduce morbidity of childhood malaria (below
five years of age) by 50% and global child mortality by
20%-30% [1-3]. ITNs are now considered to represent
efficient tools for malaria vector control, when used on a
large scale [4,5]. One of the key issues for their use on a
large scale is the impregnation and the re-impregnation
that needs technical skills and materials, which may not
always be available [6]. Preliminary surveys have shown
that less than 5% of nets available in Africa were properly
treated or re-treated. The use of mosquito nets pre-treated
with insecticide, Long Lasting Impregnated Nets (LLINs),
that last the life span of the net, is a solution to this prob-
lem [7]. Two LLINs are now available and have been pre-
liminarly recommended by WHO for malaria prevention:
the Olyset®[8] net, made of polyethylene netting material
(mesh 20 holes/cm?) with permethrin (2% of concentra-
tion) incorporated into the polymer before monofilament

http://www.malariajournal.com/content/5/1/12

yarn extrusion, and the Permanet® [9] net, made of poly-
ester netting material (mesh 25 holes/cm?) with deltame-
thrin incorporated (55 mg ai/m?) in a resin coating of the
fibers.

Resistance to the insecticides used for impregnation may
be a limiting factor to impregnated nets in vector control.
Pyrethroid resistance of the most important African
malaria vector Anopheles gambiae s.s. is already widespread
in several West African countries [10,11]. A common
resistance is caused by the kdr mutation that occasionally
is found at very high frequency (>90%) [12,13]. Fortu-
nately, the predominant kdr mechanism apparently does
not prevent the efficacy of pyrethroid-treated bed nets
[14,15]. Contrary to West Africa, malaria vector control
failure due to metabolic-based resistance on pyrethroid
efficacy was reported in South Africa. This resistance is
closely associated with the presence of a high level of oxi-
dase activity and sometimes conferring cross-resistance to
the carbamate insecticide in the local vector Anopheles
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funestus, as recently mentioned in Kwazulu Natal and
Mozambique (16-17). This oxydase-based resistance has
been also observed in An. gambiae populations from Cam-
eroon [18,19] and Kenya [20]. Bed nets without insecti-
cide can never provide complete protection against blood-
questing mosquitoes. However, when treated with pyre-
throids, they reduce the number of mosquitoes entering
houses and further reduce the blood-feeding rates of those
entering. Torn impregnated nets have been shown still to
reduce host/vector contact, and it has been argued that the
most important effect of ITN is the mass effect on mosqui-
toes, whether it is before or after biting [3,21]. However,
some authors considered that to be most effective,
impregnated nets should have no holes, no entry flaps
and should be tucked in under a mattress, which will not
allow mosquitoes access inside the bed net [22]. It is likely
that most people primarily acquire and use bed nets for
their individual protection against mosquitoes biting
[23,24].

It has been shown that mosquitoes with kdr resistance are
less susceptible to the excito-repellent effect of pyrethroids
[25] and it may, therefore, be possible that such mosqui-
toes will enter the wider meshed Olyset® net and bite even
when this net is still intact. Therefore, in contrast to most
published studies, this study compares intact LLINs with
wide (Olyset®) and small (Permanet®) mesh on the ento-
mological parameters in an area with kdr-An. gambiae
populations.

Materials and methods

Study area

The survey was conducted in "Vallée du Kou", a rice grow-
ing area of southern Burkina Faso, West Africa. It is
located at 30 km in the North of Bobo-Dioulasso between
4° 24' 42" longitude west and 11° 23' 14" latitude north
and is composed of 7 villages with a total of 4,470 habit-
ants (Figure 1). Irrigation exists in this area since 1972,
and is now sub-permanent with two crops grown per year:
from February to June during the dry season and from July
to November during the rainy season. An unprotected
human sleeping in the central rice-field area (VK5) is
exposed to more than 60,000 mosquito bites/year [30].
An. gambige and An. funestus are the two major vectors
present. Anopheles arabiensis is rare and found in sympatry
with An. gambiae in the surrounding savannah. The two
molecular forms M and S of An. gambiae were observed in
the periphery of the rice field during the rainy season.
Huge amount of insecticides, mainly pyrethroids, are used
to protect cotton from pest attacks in the neighbouring
savannah. Previous studies conducted in this area found
resistant An. gambiae populations to permethrin and del-
tamethrin in the periphery of the rice fields, but suscepti-
ble in the centre. This resistance is due to the kdr
mutation, which occurs in the An. gambiae S-form popu-

http://www.malariajournal.com/content/5/1/12

lation (95%), particularly at the end of the rainy season
[11]. The kdr mutation was also observed in the M form
in a very low proportion (4%) [13]. For these reasons and
especially because of the high vector density throughout
the year, the village of VK6 was selected to study the per-
sonal protection by Permanet® and Olyset® nets.

Entomological survey

Mosquitoes collection

In total, 20 households matched in size and near the
periphery of the rice field were equipped with Permanet®
and Olyset® nets. Matched houses with either a Permanet®
or an Olyset® net were not more than 50 metres apart.
Mosquitoes were collected four days/month from Sep-
tember to November 2003. Volunteer, informed-sleepers
caught blood-seeking mosquitoes in the nets from 8:00
pm to 12:00 pm and again in the early morning at 6:00
am. Residual resting indoor fauna was collected in the
houses early in the morning by manual aspirators. All nets
were inspected to ensure that they had no holes, no entry
flaps and were tucked in under the beds. All mosquitoes
found in the nets, on the nets or indoor resting or dead on
the floor were collected, counted and morphologically
identified. Mosquitoes were classified according to physi-
ological status (unfed, fed and gravid). Mosquitoes collec-
tion in the morning at 6:00 am was performed in four
houses without any insecticide-treated objects or nets as
control. In these control houses, from 6:00 pm to 12:00
pm, blood- seeking females were caught as above and vol-
unteers slept after 12:00 pm under their own untreated
nets usually used for personal protection.

Bloodmeal identification

The origin of bloodmeals from fed females captured
above and inside the nets were identified as human or
bovine using an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), as described by Beier et al. [26]. In total, 45 fed-
mosquitoes, respectively 24 and 21 from Olyset® and Per-
manet®, representing exclusively malaria vectors were ana-
lysed by ELISA.

Species and molecular forms of An. gambiae
identification and kdr mutation distribution

A sample of 44 An. gambiae collected above and inside the
nets (half from both Olyset® and Permanet®) was selected
for PCR test. Genomic DNA was extracted from single
mosquitoes and PCR amplified to identify the species
within An. gambiae complex [27], to determine the molec-
ular form (M or S) within the species An. gambiae [28],
and, finally, to detect the kdr mutation [29].

Statistical analyses

Four parameters were compared between the two LLINS:
(i) the percentage of house entering (compared to
entrance in control houses), (ii) the number of mosqui-
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Table I: Global house entering rate by mosquitoes (percentages are noted in italic) [In each line or row, values sharing a superscript

letter are significantly different at 95 % confidence interval]

Mosquito species Control LLINs houses Type of LLINs
Olyset® Permanet®
An. gambiae 8,350 1,263 633 630
92% 81.9% 85.8 78.3
An. funestus 110 95 32 63
1.2 6.2% 4.3 7.8
C. quinquefasciatus 618 185 73 112
6.8% 12% 9.9 13.9
Entry rate 85.5% 14.5% 6.9 7.6

% Deterrency 83

* Significantly different P<0.05

toes collected above and inside the nets, (iii) the fed rate
and (iv) the mortality rate. For each entomological
parameter, comparison between treatment was made by
performing a two way analysis of variance (ANOVA) and
a chi square test at 95 % confidence interval.

Results

Mosquito house entering rate and mosquito house
location

Global house entering rate

In total 10,621 mosquitoes were collected during the
study (Table 1) and consisted mainly of Anopheles and
Culex with unfed, fed, gravid, half gravid, alive or dead
mosquitoes from both control and LLINs-equipped
houses. 9,078 mosquitoes were caught in control houses
by morning capture, while only 1,543 mosquitoes were
collected in either Olyset® or Permanet® LLINs-equipped
houses during night and in morning capture. The total
number of mosquitoes collected from the different LLINs
did not differ significantly (P>0.05). The deterrency rate of
the two LLINs was similar, averaging respectively 92% and
91% in Olyset® and Permanet® equipped houses. The glo-
bal deterrent effect, calculated as the difference of entering
rates between control and total of LLINs-equipped

houses, was estimated to 83% (Table 1). Globally, Anoph-
eles were significantly more numerous than Culex quinque-
fasciatus irrespective of the LLINs (P = 0.01). Whatever the
LLINs, An. gambiae was the most frequent mosquito,
reaching 82%, followed by C. quinquefasciatus with 12%
and An. funestus with 6.2%.

Mosquito house location

Mosquitoes were collected dead or alive, above or inside
the nets (both Permanet® and Olyset®) and indoor else-
where in the house (Table 2). The number of indoor rest-
ing mosquitoes did not differ significantly with the two
types of LLINs (491 for Permanet®,506 for Olyset®) and
this was significantly higher than the number of mosqui-
toes collected from the nets (above and inside) whatever
the LLINs (P < 0.05). The proportion of mosquitoes found
above the nets and inside the nets was similar for the two
types of nets (P > 0.05) with respectively 33.5% and
37.1% for Olyset® and Permanet® equipped houses. The
number of mosquitoes collected above the nets was two
fold higher on Permanet® than on Olyset®. While dead
mosquitoes from Permanet® were exclusively collected
above the net, half of them from Olyset® were collected
inside the net.

Table 2: Comparison of the proportion of mosquitoes according to their collection place in the LLINs equipped-houses (percentages
are noted in italic) [In each line, values sharing a superscript letter are significantly different at 95 % confidence interval

LLINs Resting indoor Above LLIN Inside LLIN Total
Ag! Af Cq Ag Af Cq Ag Af Cq

Olyset® 398 27 66 128 2 2 107 3 5 738
53.9% 3.7 8.9 17.3% 0.3 0.3 14.5% 0.4 0.7

Permanet® 363 41 102 267 22 10 0 0 0 805
45.1* 5.1 12.7 33.2% 2.7 1.2 - - -

*significantly different P<0.05 'Ag : Anopheles gambiae, Af : An. funestus., Cq : Culex quinquefasciatus
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Table 3: Comparison of the global mortality rate and the mortality rates following the mosquito collection place in the two LLINs -

equipped houses (percentages are noted in italic)

Mosquito status Mosquito collection place Olyset® house Permanet® house Control house
Ag Af Cq Ag Af Cq Ag Af  Cq
Above LLIN 128 2 2 267 22 10 - - -
Dead Inside LLIN 107 3 5 - - - - - -
Resting indoor 10 0 3 3 0 0 - - -
260 302 0
35.3 37.5
Alive Above LLIN 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Inside LLIN 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Resting indoor 398 27 66 363 41 102 8,350 110 618
478 503 9,808

*significantly different, P<0.05 Ag = Anopheles gambiae; Af = Anopheles funestus; Cq = Culex quinquefasciatus

Mortality rate

The global mortality rate was similar in the two LLINs
houses averaging 36% (Table 4). Compared to the control
houses, a high percentage of mortality was recorded in
houses equipped with LLINs (36.4% vs 0%). The propor-
tion of dead mosquitoes collected above the net was sig-
nificantly higher (37.1%, n =299) on Permanet® than that
on Olyset® net (17.9%, n = 132). 15.6% of dead mosqui-
toes were recorded inside Olyset® net while no mosquito
was found inside Permanet®. No live mosquitoes were
caught above or inside the nets, but a total of 17 dying
mosquitoes were collected above the two LLINs. The
number of dying mosquitoes was similar in the two types
of nets and was trivial compared to the total of dead mos-
quitoes. All mosquitoes in touch with LLINs (above or
inside) were dead. Few dead mosquitoes were collected
indoor the LLINs houses (n = 13 vs 3 respectively for
Olyset® and Permanet® equipped houses). Molecular form
identification performed on 44 An. gambiae collected
above and inside the nets showed that 88.5% of An. gam-
biae tested were of molecular M form and this proportion
did not differ significantly between the two LLINs. The kdr
gene was detected only in the all S form tested in PCR (n
= 5). No An. arabiensis was found in the PCR-analysed
mosquitoes.

Mosquito blood-fed status

Less than 40% of mosquitoes collected in the LLINs
equipped-houses were engorged while 79.8% were
recorded in control houses (Table 5), showing a reduction
of the rate of fed females averaging 42%. However, the
rate of fed mosquitoes was slightly superior in Olyset® -
equipped houses, but it did not differ significantly
between the two nets (P > 0.05). Within the females col-
lected above or inside the nets (n = 247 vs 299, respec-

tively for Olyset® and Permanet®), about 7% were fed
mosquitoes regardless of the type of net (Table 5).

Blood meals origin

Overall, 45 specimens of engorged An. gambiae collected
in and above the nets were analysed to determine the
source of the bloodmeal. Most of the engorged females
were fed on cattle, respectively 62% and 79% for Per-
manet® and Olyset® (Table 6). The rate of mosquitoes fed
on humans did not differ significantly (P>0,05) irrespec-
tive of the LLIN, reaching respectively 21% and 30% for
Olyset® and Permanet®. The rate of mosquitoes fed on cat-
tle was high in the LLINs equipped-houses.

Discussion

The study was carried out in a rice field area, where high
densities of mosquitoes are observed throughout the year
[30]. An. gambiae and C. quinquefasciatus were resistant to
pyrethroids in this area and resistance of the An. gambiae
S form is pronounced at the end of the rainy season [11].
Kdr resistance was also observed in a small proportion
(less than 5%) of An. gambiae M form, conferring a suscep-
tible status to M population. But as An. gambiae S form
proportion (even during its maximum peak at the end of
rainy season) has never gone beyond 30 %, the global
pyrethroid resistance status of this area is an intermediate
resistance one [13]. This intermediate resistance status
could probably explain that the two LLINs showed a glo-
bal efficacy and no differential efficacy level was observed.

These results were consistent with those obtained in
experimental huts from the Bouaké region in Cobte
d'Ivoire concerning the efficacy of LLINs in Anopheles and
Culex resistant areas [15]. In contrast, in a resistance area
from Danané in the north of Cote d'Ivoire, where the An.
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Table 4: Comparison of the rate of fed and unfed dead females following their collection place in LLINs equipped houses (percentages

are noted in italic)

Mosquito status  Mosquito collection place Olyset® house Permanet® house Control house
Ag Af Cq Ag Af Cq Ag Af Cq
Unfed Above LLIN 100 | | 221 17 9 - - -
Inside LLIN 84 3 3 - - - - - -
Resting Indoor 85 8 24 74 12 38 ND ND ND
309 371 726
Fed Above LLIN 21 | 0 38 4 | - - -
Inside LLIN 19 0 2 - - - - -
Resting indoor 232 16 21 171 26 25 6294 ND ND
312 265 7242
42.3 32.9 79.8%
Gravid Above LLIN 7 0 | 8 | 0 - - -
Inside LLIN 4 0 21 - - - - - -
Resting indoor 8l 3 21 118 3 39 ND ND ND
117 168 1o

* significantly different P<0.05 Ag = Anopheles gambiae; Af = Anopheles funestus; Cq = Culex quinquefasciatus ND : undetermined

gambiae S form was observed with 80% of kdr, although
the permethrin pre-impregnated Olyset nets showed a
good mass effect [21], their efficacy on the reduction of
entomological inoculation rate decreased significantly
[31]. A similar study may be performed with deltameth-
rin-LLINs (Permanet®) in a high resistance area, as they
would be expected to maintain a better efficacy, as already
demonstrated in the semi-natural conditions of experi-
mental huts [14]. Nevertheless, in the intermediate pyre-
throids resistance area of the present study, an important
mortality was observed both with Permanet® and with
Olyset® nets, compare to the control. It is likely that all
mosquitoes which have been in contact with the nets were
killed. The few dying mosquitoes that were collected
above Permanet® and inside Olyset® nets should be con-
sidered as truly dead mosquitoes as they were unable to
fly away. Furthermore, fed mosquitoes were found dead

or dying above Permanet® or above/inside Olyset® nets.
That evokes the possibility that these mosquitoes could
bite sleepers and transmit malaria in case they were
infected before dying especially inside the Olyset® nets. To
respond to this question, sleepers were asked to keep
awake in the nets and to collect mosquitoes seeking blood
meal from 8:00 pm to 12:00 pm. This showed that mos-
quitoes caught before midnight above or inside the nets
were dead or dying and some of them felt through the
aperture of the net. Fed as well as unfed mosquitoes were
collected in this way. Two hypothesis could be addressed
to explain the presence of fed females in LLINS: i) these
mosquitoes have engorged first on cattle and, as it is
known that An. gambiae bites several times in a gono-
trophic cycle [32], they may seek a human host to com-
plete their bloodmeal, even if sleepers are protected by
LLINs; ii) the engorged females collected above or inside

Table 5: Bloodmeal origin of fed Anopheles gambiae females from LLINs equipped houses analysed by ELISA (percentages are noted in

italic)
Source of Olyset® Permanet®
Bloodmeal
Inside Above Total Inside Above Total
Human 3 2 5 0 8 8
- - 20.8* - - 38.1*
Bovine 12 7 19 0 13 13
- - 79.2 - - 61.9
*significantly different, P < 0.05
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the different nets were already blood-fed on cattle and,
because in this high anopheline density area An. gambiae
is very endophilic as a result of the use of bed nets on a
large scale, they come inside houses to rest after feeding,
even in LLINs-equipped houses. While seeking a place to
rest in these houses, they come in contact with the nets
and die.

The bloodmeal identification indicated that the majority
of fed females had engorged on cattle, confirming the
high zoophilic rate (about 70 %) of An. gambiae in this
particular rice-field area, where Robert et al. [33] also
observed high zoophilic rate compared to that of the
neighboring savannah villages. This particular zoophilic
rate can be explained by i) the proximity of livestock as
each household has usually a pair of cattle for rice field
tillage living the same concession; ii) because of the high
density of mosquitoes in this area with more than 60,000
mosquito bites/year [30], almost every household used
nets (but not necessarily treated-nets) for personal protec-
tion. For these reasons, An. gambige (and other species
also) developed a zoophilic behaviour for host prefer-
ence. Nevertheless, some human-bloodfed females were
found above and inside LLINSs. This relatively low propor-
tion of human-bloodfed mosquitoes (30%) should have
been engorged on the sleepers as shown in a study carried
out in Tanzania [34].

A significantly (P < 0.02) high proportion of unfed mos-
quitoes was collected in houses equipped with treated
nets compared to control houses. This result confirms that
LLINs clearly reduced blood meal rate as had been dem-
onstrated in previous studies on ITNs efficacy carried out
in East Africa [24,34,35].

Conclusion

To conclude, both Permanet® and Olyset® showed a good
efficacy against An. gambige as no live individual was
caught above and inside the nets. Moreover, significantly
less mosquitoes were collected in treated houses com-
pared to control ones, indicating that these two LLINs
provided, in addition to the mosquito mortality, a deter-
rent effect [36] which enhances their expected prevention
capacity. However, this study needs to be performed in a
high resistance area, such as the Lena village where An.
gambiae populations are dominated by the S form (more
than 95%) with 90% of kdr gene [11]: this will permit a
more precise evaluation of Permanet® efficacy in an area
with pyrethroid resistance.
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OBJECTIVE To evaluate the efficacy of permethrin-treated plastic sheeting (ITPS) applied as a lining to
the ceiling or walls of rooms against pyrethroid-susceptible and pyrethroid-resistant Anopheles gambiae.
METHOD Overnight tests were carried out in veranda-trap experimental huts in Vallée du Kou, where
two molecular forms of A. gambiae, S and M, occur. The S form is mostly pyrethroid resistant due to the
kdr mechanism, and the M form is mostly kdr susceptible. A variety of ITPS covered surfaces were
tested, ranging from ceiling only to all walls plus ceiling covered.

RESULTS ITPS had a major effect on the mortality of mosquitoes, the proportion killed being dependent
upon the surface area covered. Homozygotes for kdr resistance showed lower rates of mortality than did
heterozygotes or homozygotes for susceptibility. Deterred entry of mosquitoes and inhibition of blood
feeding were also correlated with surface area covered. The mode of action and efficacy of ITPS seems to
bear closer resemblance to that induced by indoor residual spraying (IRS) than to that induced by
insecticide-treated nets.

coNcLUSIONS ITPS might be conceived as being equivalent to long-lasting or permanent IRS but
without some of the operational constraints normally associated with spraying. High coverage of ITPS
could potentially have a mass population effect on mosquitoes and give rise to long-term community
protection against malaria. A phase III trial is justified to assess the acceptability of ITPS and its efficacy

Summary

against malaria.

keywords experimental huts, Anopheles gambiae, insecticide treated plastic sheeting, pyrethroid

Introduction

The two main methods of malaria vector control are
indoor residual spraying (IRS) and insecticide-treated nets
(ITN). In Africa and South Asia, ITNs and IRS are both
very effective (Curtis et al. 1999; Rowland 1999). There is
mixed evidence concerning the relative cost-effectiveness of
these two approaches: in some settings IRS appears to be
more cost-effective than ITNs, while in other settings the
reverse is true (Curtis et al. 1999; Rowland 1999; Curtis &
Mnzava 2000). As it is impossible to make a generalized
statement favouring one approach over the other, the
choice depends not only on the question of epidemiological
effectiveness but also on the considerations of feasibility
and existence of appropriate delivery systems. Where
populations are exposed to unstable or epidemic malaria,
for example in Asia, African highlands or southern Africa,
IRS has the advantage of being readily targeted to places of
highest risk (Najera & Zaim 2001). But IRS requires good

© 2006 Blackwell Publishing Ltd

infrastructure and logistics, campaign planning and timing
to have any chance of success (Rowland 1999), ruling out
most countries of sub-Saharan Africa where rural popula-
tions are exposed to stable malaria and systems for large-
scale IRS do not exist. In these places ITNs have the
advantage of being less demanding to implement than IRS
and being able to be targeted on individuals most at risk,
such as pregnant women and children. This advantage is
further enhanced by the recent development of long-lasting
insecticidal nets (LLIN) which resist washing and greatly
extend the effective life of the insecticide (N’Guessan et al.
2001; Graham et al. 2005).

In situations of conflict and disaster, the affected
populations may be severely exposed to vector mosquitoes,
and physical structures in displacement camps for applying
IRS or hanging ITN may not exist (Rowland & Nosten
2001). To address this problem, attempts have been made
in the last decade to render temporary shelters insecticidal,
either by spraying tents with pyrethroid (Hewitt ez al.
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1995) or by impregnating polyethylene tarpaulins with
insecticide during manufacture (Graham et al. 2002).
Insecticide-treated plastic sheeting (ITPS), the common
name given to the factory-impregnated polyethylene tar-
paulins are being manufactured commercially for refugee
camps and displaced populations affected by natural
disasters (Allan & Guillet 2002).

The recent entomological evidence from ITPS trials
(Graham et al. 2002, 2004) has raised hopes for a new
solution to malaria in displaced populations. This develop-
ment, coupled with the widely recognized operational
constraints associated with IRS campaigns in conventional
rural settings, has given rise to the concept of using ITPS
indoors, fixed to ceilings or walls, as a long-lasting alter-
native to IRS, in the same way as LLIN has overcome the
constraints associated with having to retreat ITN in places
where systems for retreatment are rudimentary or absent.
This approach might have the additional benefit of increas-
ing not only the residual efficacy of the insecticide but of
reducing the hazard associated with insecticide spraying.
ITPS put to such application might achieve effective vector
control with limited logistic or technical resources.

An entomological evaluation of ITPS was therefore
conducted in Burkina Faso in experimental huts that
simulate normal mosquito-host contact in domestic envi-
ronments. The trial was intended as a proof of principle
study, the ITPS not having been tested indoors before, to
assess the efficacy of ITPS in an area where pyrethroid-
susceptible and resistant of populations Anopheles gamb-
iae occur sympatrically.

Materials and methods
Study area

The efficacy of ITPS was evaluated in experimental huts at
the Vallée du Kou field station, Bobo Dioulasso (4°25" W,
11°24” N). Kou is a rice-growing, irrigated valley compri-
sing seven villages, surrounded by wooded savannah. Few
insecticides are used on the rice crop, but insecticides are
used extensively for cotton protection. The rainy season
extends from May to October and the dry season from
November to April. The Kou River is a permanent source
of irrigation water and there are two rice crops per year
from July-November and January—May. The irrigation
system and rice fields provide almost year-round mosquito
breeding. High densities of A. gambiae (up to 200 bites/
person/night) are recorded during the rainy season. Two
molecular forms of A. gambiae, M and S (Gentile et al.
2001), occur in the area. The kdr-based mechanism
conferring resistance to pyrethroids and DDT predomin-
ates in the S form.
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Experimental procedures

Insecticide-treated plastic sheeting is an experimental,
high-density polyethylene, multi-layer film containing 2%
w/w of permethrin, manufactured by Sumitomo Chemical
Co. The experimental huts used in this study were similar
to those described from Cote d’Ivoire (Darriet et al. 1998;
Guillet et al. 2001; N’Guessan et al. 2001). Each hut
consists of a single room with entry windows on three sides
and a screened verandah on the fourth side. Six treatments
were randomly allocated to huts: (i) ceiling ITPS (36.5% of
available surface), (ii) two walls ITPS (40.5%), (iii) four
walls ITPS (62.8%), (iv) four walls and ceiling ITPS (full
coverage), (v) untreated plastic sheeting (full coverage) and
(vi) control with no plastic sheeting. The huts were
occupied by sleepers from 20:00 to 6:00 hours, six nights a
week, from September to November 2004. The sleepers
were rotated between huts on consecutive nights. Host-
seeking mosquitoes entered the huts via the window slits
and could exit into the verandah traps. Mosquito collec-
tions were started 1 week after introduction of the plastic
sheeting. Each morning all female mosquitoes were col-
lected from each hut and scored as alive or dead and unfed
or blood-fed. Surviving mosquitoes were provided with
10% honey solution and held for 24 h before scoring
delayed mortality.

Before plastic sheeting was installed, we collected
mosquitos for several days to check that there was no
difference between huts in attractiveness to mosquitoes. To
assess the residual activity of insecticide on the plastic
sheeting, we did cone bioassays iz sifu each month for
6 months using laboratory-reared, susceptible A. gambiae
(Kisumu strain). In accordance with the WHO protocol for
assessing IRS treatments (WHO 1996), three batches of 15
unfed females, 3-5 days old were exposed to ITPS surfaces
for 30 min in each hut. Knocked down mosquitoes were
counted at the end of the exposure period and all
mosquitoes held for 24 h before scoring mortality.

Genomic DNA was extracted from field-collected mos-
quitoes and PCR amplified to determine the presence of the
molecular forms M or S using the method of Favia et al.
(2001). Samples of live and dead mosquitoes were taken
from selected huts (the control, two walls ITPS, four walls
plus ceiling ITPS) for detection of kdr alleles in individual
mosquitoes using the method of Martinez-Torres et al.

(1998).

Ethical considerations

Volunteers from the study village were recruited after
obtaining informed consent. A medical doctor was on hand
during the trial to respond to any side effects of the ITPS or

© 2006 Blackwell Publishing Ltd
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to treat any cases of fever. Confirmed falciparum parasit-
aemia was treated with Coartem (artemether 20 mg/
lumefantrine 120 mg). The protocol received approval
from the ethics committees of Centre Muraz (a national
research centre), IRD, LSHTM and WHO.

Data analysis

The effect of each treatment was assessed relative to the
control arm in terms of deterrency (the number of
mosquitoes caught in each hut), excito-repellency (the
proportion of mosquitoes in the verandah traps), the
proportion blood feeding and the proportion killed; the
proportional data were analysed using logistic regression
(STATA 6 software). Because of non-normality in the
number of mosquitoes collected from each hut, this data
was analysed using the Wilcoxon rank sum non-parametric
test. Genotype frequencies were tested using chi-squared or
Fisher’s exact test.

Ethical approval

The present study obtained approval from the ethics
committees of Centre Muraz, a national research centre
close to the study area, and the London School of Hygiene
& Tropical Medicine.

Results
In situ bioassays

Eighty-three cone bioassay tests and 1354 mosquitoes were
tested on I'TPS in two treatment huts and one control over
the 6 months of the trial. There was a consistent 100%
knockdown and 100% mortality on ITPS throughout this
period. Mosquito mortality in the control huts was 1.4%
(576 mosquitoes tested) over this period.

Experimental huts trial

Before the ITPS were installed, we collected 859

A. gambiae females over 54 hut-nights (9 days X 6 huts).
There were no significant differences between huts in the
number of mosquitoes collected (F = 6.9, d.f. =5, P =
0.23), and hence no evidence of differential attractiveness.
This was important to establish in view of the fact that the
treatments could not be rotated between huts.

There were 426 hut-nights (71 days X 6 huts) and a total
of 5321 A. gambiae females collected during the trial.
Genotyping of 166 specimens randomly selected from the
six huts showed the A. gambiae population was composed
of M (49.4%) and S (50.6%) molecular forms. The
frequency of kdr was 0.45 overall. The kdr allele was
predominantly found in the S molecular form (frequency of
kdr allele = 0.95) and was present only at low frequency in
the M form (0.04).

The main effects of the intervention are shown in
Table 1. The hut with untreated plastic sheeting and the
unlined control hut showed very consistent results for each
of the biological parameters studied. Lining only 36%
(ceiling) or 40% (two walls) of available surface was
insufficient to deter mosquitoes from entering the huts but
lining 63% (four walls) or 100% (four walls and ceiling)
had a significant effect, with both treatments deterring over
40% of A. gambiae from entering. The permethrin treated
sheeting was markedly repellent: the average rate of
insecticide-induced exophily was 60%, and there was no
significant difference in exit rates between treatments.

Blood-feeding rates were universally high (>70%).
Feeding was partially inhibited by the ITPS treatments. The
level of inhibition seemed to be correlated with surface area
covered, with four walls or four walls plus ceiling covered
giving the best protection (Table 1). Mortality rates ranged
from 12% to 46% between ITPS treatments. The propor-
tion killed was correlated with the percentage area covered

Table | Numbers of Anopheles gambiae s.s. collected from experimental huts over 71 nights at Vallée du Kou, Burkina Faso. Numbers in
the same column sharing a letter superscript do not differ significantly (P > 0.05)

Total number % % 95% % Feeding % Dead % In exit
Treatment in hut Deterred Blood-fed CI inhibition after 24 h 95% CI trap 95% CI
Untreated hut (control) 10417 - 96.9% (95.7-97.8) - 1.7¢ (1.1-2.7) 27.8* (25.1-30.6)
Non-insecticidal 1097% - 96.2% (94.9-97.2) - 1.5° (0.9-2.4) 29.7% (27.1-32.5)
plastic sheeting
Ceiling ITPS 1174* -7.1 93.7° (92.2-95.0) 3.3 11.9° (10.2-13.9) 73.9° (71.3-76.4)
Two walls ITPS 787> 28.3 87.7¢ (85.2-89.8) 9.5 19.84 (17.2-22.8) 67.7¢ (64.4-70.9)
Four walls ITPS 631° 42.5 78.3¢ (74.9-81.3) 19.2 44.5¢ (40.7-48.4) 78.3° (74.9-81.3)
Ceiling plus four walls 5910 46.1 70.6° (66.8-74.1) 27.1 46.4° (42.4-50.4) 77.0°¢ (73.4-80.2)
ITPS (full coverage)
ITPS, insecticide-treated plastic sheeting.
© 2006 Blackwell Publishing Ltd 599
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with ITPS, with four walls plus ceiling generating the
highest mortality.

Modifying effect of kdr resistance on mortality and blood-
feeding

The results of kdr genotyping of 135 A. gambiae from the
experimental huts (control, two walls treated, four walls
plus ceiling treated) are shown in Table 2. Because kdr is
incompletely recessive (Chandre ez al. 2000), the results for
kdr'lkdr® and kdr/kdr® genotypes were pooled for analysis.
There was evidence for a significantly higher frequency of
kdr'/kdr" in those that survived the ITPS treatments than in
those that died on them. Mortality in the control hut was
low, and there was no evidence for or against selection of
kdr'/kdr" in this hut. Blood-feeding rates were very high for
all genotypes in the control hut and for kdr'/kdr" in the
ITPS huts. There was evidence of blood-feeding inhibition
in kdr*lkdr® and/or kdr'/kdr® genotypes in the hut fully
covered with ITPS.

Discussion

Insecticide-treated plastic sheeting was initially developed
as a combined shelter and malaria control tool for newly
established refugee camps (Allan & Guillet 2002). The
present study indicates the material has considerable
potential as a wall lining in conventional habitations in
rural Africa against indoor resting mosquitoes. The main
effect of ITPS was on the mortality of field mosquitoes. In
bioassay ITPS was fully effective against susceptible

A. gambiae throughout the 6-month period of the study
and showed no signs of decay. ITPS is derived from Olyset
long-lasting net technology in which permethrin is
incorporated into polyethylene before extruding into fibres
during net manufacture (WHO 2001). Olyset nets are
known to remain effective for several years under field use
(Tami et al. 2004), and from our initial results with ITPS it
might be reasonable to expect the residual effect of
insecticide to persist for an equivalent period. To verify this
assumption, one of the ITPS samples has been kept aside as
a wall lining in a nearby house and will be subjected to
regular bioassay testing until a significant lost of efficacy is
detected. Used outdoors ITPS deteriorates within a year
under the hot tropical sun, even with UV filters (Graham
et al. 2002, 2004). Indoors, the material would be
protected from the adverse effect of UV light on poly-
ethylene.

For most biological parameters measured, except
exophily, the impact of ITPS was correlated with surface
area covered. Maximum efficacy was attained with the hut
fully lined with ITPS. The ingress of mosquitoes and blood
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Table 2 Mortality and blood-feeding inhibition among kdr genotypes. Kdr is incompletely-recessive and hence heterozygotes are pooled with homozygotes for susceptibility
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feeding rates were only partially inhibited by ITPS. This
indicates that ITPS would confer limited personal protec-
tion inside the home but should result in satisfactory
transmission control when applied at community level
through an effect on mosquito longevity. An effect on
mortality was the primary outcome when ITPS was erected
as makeshift refugee shelter in ‘outdoor platform’ trials in
Pakistan (Graham et al. 2002, 2004). Blood-feeding inhi-
bition was greater in the present study because of the
stronger anthropophily of African vectors. The protective
effect of ITPS was apparent against susceptible phenotypes
but little protection was observed against homozygotes for
kdr resistance. It is worth noting that in early 2000 South
Africa failed to control malaria through deltamethrin
residual spraying because of the development of pyrethroid
resistance. The S. African programme was obliged to revert
from deltamethrin to DDT to achieve control, as

A. funestus was susceptible to DDT still (Hargreaves et al.
2000; Najera & Zaim 2001). An increased level of mixed
function oxidase activity rather than kdr resistance was
associated with the failure of pyrethroids in southern
Africa.

Insecticide-treated plastic sheeting may favour the
selection of pyrethroid resistance, as a higher proportion
of mosquitoes homozygous for resistance survived in the
ITPS huts. By contrast in a previous study in experi-
mental huts permethrin treated nets seem unlikely to
select for pyrethroid resistance, at least in areas where
the kdr mutation is rare and present mainly in
heterozygous form (Corbel et al. 2004). ITN and ITPS
act at different stages of the gonotrophic cycle, and the
difference in selection rates probably reflects a difference
in mosquito behaviour during these two reproductive
stages. Blood is a limited resource, and host-seeking
mosquitoes on encountering an ITN en route to a host
may persist in their attempt to penetrate the toxic barrier
particularly if they have a degree of resistance and are
less irritated by the toxin. Resistant females would be
killed as readily as susceptible females if they stay longer
on the toxic surface while persisting in their attempt to
probe for a blood meal; consequently they too would
pick up a lethal dose of insecticide (Chandre ez al. 2000).
By contrast, once they are fed, females become relatively
quiescent and seek a refuge where they can digest their
meals without risk of predation. Resistant blood-fed
females, on first signs of irritation in a pyrethroid treated
‘refuge’, stand to gain nothing by persisting on that
surface so presumably move away to the verandah more
readily than they would when seeking a blood meal at
the earlier stage in the gonotrophic cycle. Being resistant
they are more likely to survive the encounter with the
toxic surface than blood-fed susceptible phenotypes.

© 2006 Blackwell Publishing Ltd

The rapid spread of pyrethroid resistance in the major
malaria vectors reinforces the need to identify alternative
insecticides and to develop and implement effective and
sustainable resistance management strategies (Chandre
et al. 1999; Hargreaves et al. 2000; Kolaczinski et al.
2000; Diabaté et al. 2002, 2004; Etang et al. 2003; Asidi
et al. 2005). The use of ITPS as a long-lasting alternative to
IRS has the potential to be widely implemented at
community level with relatively limited technical or logis-
tical infrastructure in place. The persistence of the insec-
ticide on the plastic sheeting is a crucial point, and it is
reasonable to expect a residual effect for several years. A
trial at community level would be necessary to estimate the
acceptability and efficacy of ITPS against malaria and the
operational factors involved in implementation. A square
metre of thin ITPS costs about 10 cents according to the
manufacturer (T. Itoh, personal communication), i.e. about
$4 required to cover a 40 m* bedroom. In that situation,
lining a wall and ceiling with ITPS could be cheaper than
buying a family size LLIN (estimated to $5) and if it were
to last for more than a year or two ITPS might be more
cost-effective than IRS which requires vertical organization
and repeated six-monthly campaigns. There remains the
speculation of how ITPS could be implemented in practice.
To have a major impact on malaria a majority of sleeping
rooms should be furnished with ITPS, necessitating good
popularity or subsidized distribution or erection of ITPS by
malaria control programmes. But once erected the team
may not have to return for several years, with considerable
cost savings over IRS. Looking beyond the pyrethroids, it
would be also interesting to assess the efficacy of ITPS
treated with a different class of insecticide to which there is
no irritability and no resistance, particularly in areas where
pyrethroid resistant mosquitoes predominate. A dual
intervention with LLIN and ITPS should also be investi-
gated, as it could have a strong protective effect in areas of
pyrethroid resistance by reducing both the blood-feeding
rate and the population density of mosquitoes.
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Utilisation de recouvrements d’intérieur en plastique pré-imprégnés d’insecticide pour le control des vecteurs de la malaria

OBJECTIF Evaluer l’efficacité de recouvrements en plastique traité a la perméthrine et appliqués comme doublures aux plafonds et aux murs des
chambres pour lutter contre Anopheles gambiae sensible ou résistant a la pyréthroide.

METHODE Des tests ont été effectués durant la nuit en utilisant des piéges de véranda sous forme de huttes expérimentales, dans la Vallée du Kou, ou
sont présentes deux formes moléculaires de An. Gambiae, les formes S et M. La forme S est surtout résistante a la pyréthroide par le mécanisme kdr et la
forme M plutdt kdr susceptible. Une variété de surfaces recouvertes de plastique traité a la perméthrine a été testée et ce, allant du traitement du plafond
seul au traitement du plafond plus tous les murs.

RESULTATS Les recouvrements en plastique traité a la perméthrine avaient un effet majeur sur la mortalité des moustiques; la proportion tuée dépendant
de la surface recouverte. Les homozygotes pour la résistance kdr avaient un taux de mortalité plus faible que les hétérozygotes ou les homozygotes pour
la sensibilité. La dissuasion de Pentrée des moustiques dans les piéces et I'inhibition de la succion de sang étaient en corrélation avec la surface de la zone
recouverte. Le mode d’action et I’efficacité des recouvrements en plastique traité a la perméthrine semble avoir une similitude plus proche de celle induite
par la pulvérisation résiduelle des intérieurs que de celle induite par les moustiquaires imprégnés d’insecticide.

CONCLUSION Les recouvrements en plastique traité a la perméthrine pourraient étre congus comme étant équivalents 4 une pulvérisation résiduelle de
longue durée ou permanente des intérieurs, mais sans les contraintes opérationnelles normalement liées a la pulvérisation. L’application étendue des
recouvrements en plastique traité a la perméthrine pourrait avoir un effet de masse potentiel sur la population de moustiques et donner lieu a une
protection de longue durée aux communautés contre la malaria. Un essai de phase III se justifie alors, afin d’évaluer acceptabilité des recouvrements en
plastique traité a la perméthrine et leur efficacité contre la malaria.

mots clés huttes expérimentales, Anopheles gambiae, recouvrements en plastique traité aux insecticides, pyréthroide

Uso intradomiciliario de laminado pléstico pre-impregnado con insecticida para el control de vectores de malaria

oBJETIVO Evaluar la eficacia del laminado plastico tratado con permetrina (LPTP) aplicado como cobertor del cielorraso o las paredes de habitaciones,
contra Anopheles gambiae tanto sensible como resistente a piretroides.

METODO Se llevaron a cabo pruebas durante la noche con trampas en barracas experimentales en el Vallée du Kou, en el cual co-existen dos formas
moleculares, Sy M, de An. gambiae. La forma S es en su mayoria resistente a piretroides, debido al mecanismo kdr, y la forma M es en su mayoria kdr
sensible. Se probo6 el cubrir una variedad de superficies con LPTP, desde solo el cielorraso hasta paredes y cielorraso conjuntamente.

RESULTADOS El LPTP tuvo un efecto importante sobre la mortalidad de los mosquitos, siendo la proporcion de muertes dependiente de la superficie
cubierta. Los homocigotos para resistencia por kdr mostraron una menor tasa de mortalidad que los heterocigotos o los homocigotos sensibles. También
se encontrd una correlacion con el area cubierta y la disminucion en la entrada de los mosquitos o la inhibicion de la alimentacion por sangre. El modo
de accion y la eficacia del LPTP se parece mas al inducido por el rociamiento residual intradomiciliario que al de las mosquiteras impregnadas.
CONCLUSIONES  Se puede concebir el LPTP como equivalente al rociamiento intra-domiciliario de larga duracion o permanente, pero sin algunas de las
restricciones operacionales asociadas al mismo. Una alta cobertura de LPTP podria, potencialmente, tener un efecto de masa sobre los mosquitos y
proteger, a largo plazo, a la comunidad frente a la malaria. Esta justificado el realizar ensayos de fase III, para evaluar la aceptabilidad del LPTP y su
eficacia frente a la malaria.

palabras clave barracas experimentales, Anopheles gambiae, laminado plastico tratado con insecticida, piretroide
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Emerging Infectious Diseases
January 10th, 2008
Editor-in-Chief Emerging Infectious Diseases journal
National Center for Infectious Diseases
Centers for Disease Control and Prevention
Mailstop D-61
1600 Clifton Road
Atlanta, GA 30333
USA
Dear Editor,

You recently published a research article that alarmed the malaria control community about
pyrethroid resistance in An. gambiae that appears to threaten the future of Long Lasting Insecticidal
Nets (LLIN) and indoor residual spraying in Benin, West Africa (N'Guessan et al., 2007). As mentioned
in the conclusion of the article, “Use of LLIN should be encouraged but scale-up of treated nets may
ultimately select for further resistance” and “the need to develop alternative insecticides to replace or
supplement pyrethroids on nets is urgent ...”.

Our research group in Benin is currently working on an alternative concept that consists of
treating nets with a mixture of a non-pyrethroid insecticide and a repellent compound. Preliminary
results under laboratory conditions were quite encouraging (Pennetier et al., 2005 & 2007). We have
the pleasure to submit to Emerging Infectious Diseases journal a manuscript entitled:” A new
perspective for controlling insecticide-resistant malaria vectors: low-dose mixtures of insect repellents
and an organophosphate on mosquito nets are more lethal than a pyrethroid against multilocus
resistant Anopheles gambiae” autored by Cédric Pennetier, Carlo Costantini, Vincent Corbel, Séverine
Licciardi, Roch K. Dabiré, Bruno Lapied, Fabrice Chandre and Jean-Marc Hougard. All authors have
seen and approved this version of the manuscript and it is not currently submitted for publication

elsewhere.

You will find three attached files, one containing the text, one containing the four tables and

another containing a figure.

Sincerely yours

Cédric Pennetier

ScholarOne support: (434) 817-2040 ext. 167
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Abstract

The spread of resistance to pyrethroids in the major Afrotropical malaria vectors Anopheles
gambiae s.s. urge the development of new strategies to control resistant mosquito populations.
Impregnating mosquito nets with an insect repellent mixed with an organophosphorous
insecticide at low-dosage could restore mortality of multilocus resistant Anopheles gambiae
s.s. In experimental huts, we tested the efficacy of repellent-insecticide-treated nets (RITNs)

against susceptible and insecticide resistant Anopheles gambiae populations in a rice-growing
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area near Bobo-Dioulasso, Burkina Faso. During the first two weeks post-treatment, RITNs
nets were as effective as deltamethrin against susceptible mosquitoes, and more effective in
killing Anopheles gambiae carrying kdr or Ace.I” resistance genes. The mixtures did not
select for either the Kdr or the Ace.1¥ alleles. Our field trial indicates that mixing repellents
and organophosphates on bed-nets could be used to control insecticide-resistant malaria
vectors, provided improved residual activity of RITNs is achieved and safety is verified.
Keywords: malaria, Anopheles gambiae, bed nets, pyrethroid, resistance, repellents,

insecticides, mixtures.

One sentence summary: Impregnating mosquito nets with an insect repellent mixed with an
organophosphorous insecticide at low-dosage were as effective as standard impregnated net

with deltamethrin against susceptible malaria vector mosquitoes, and more effective in killing
Anopheles gambiae carrying insecticide resistance genes, without selecting for either the Kdr

or the Ace. IR alleles.

Introduction

Pyrethroids are to date the only class of insecticides that are recommended by the World
Health Organization (WHO) and the Centers for Disease Control (CDC) for net impregnation
to control malaria transmission (1, 2). Unfortunately, resistance to pyrethroids in malaria
vectors is becoming widespread across Africa with both metabolic resistance and target site
modification induced by the knockdown resistance (kdr) gene mutations (3). It is somehow
still uncertain whether spread of resistance genes will pose a serious threat to vector control
programs based uniquely on pyrethroids. Some studies have shown that kdr resistance did not
decrease the level of protection conferred by ITNs (4) and did not induce Kdr selection (5).

Conversely, more recent studies have reported a fitness advantage for Kdr resistant

2
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phenotypes (6), and a decrease in the efficacy of ITNs in an area of pyrethroid resistance from
Benin (7). It is becoming increasingly clear that alternative insecticidal molecules are needed.
However fewer and fewer novel active ingredients become available, and the timeframe
needed to satisfy the regulatory requirements of public health formulations is exceedingly
long (8). The optimal use of existing compounds remains at present the only option for
managing insecticide resistance in malaria vectors control. Two tactics have already been
explored: 1) the alternation of different classes of insecticides by rotation of active ingredients

and mosaic treatments (9, 10), and ii) the use of insecticide mixtures (10, 11).

The possibility to achieve both vector mortality and excito-repellency by optimal use of
existing ingredients led us to test a new concept corresponding to the mixture of insect
repellents with non-pyrethroid insecticides (12). The rationale behind this concept is to mimic
with non-pyrethroid compounds the original features of pyrethroids i.e. both the lethality and
irritancy. Laboratory results showed that a combination of propoxur and DEET induced
irritancy, knockdown, and mortality as high as deltamethrin against a susceptible strain of
Aedes aegypti, and significantly higher mortality against a pyrethroid-resistant strain of this
mosquito. Such findings were mostly explained by a strong synergistic interaction (in terms of
mortality and KD effect) between DEET and propoxur (12). Similar synergism was also
observed in a test tunnel apparatus by mixing DEET or another insect repellent, i.e.

KBR 3023, with an organophosphate, i.e. Pirimiphos Methyl (PM), on mosquito nets baited
with guinea pigs (13). These studies constitute a first step towards the development of an
alternative strategy based on insect repellents for malaria vectors control in areas of

pyrethroid resistance.

In this study we present results of the first evaluation of this new strategy under field

conditions. The objective of the trial was to compare the efficacy of mosquito nets

3
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impregnated with mixtures of DEET + PM or KBR 3023 + PM (hereafter repellent +
insecticide treated-nets, or RITNs) with respect to bed-nets treated with a standard
formulation of a pyrethroid, i.e. deltamethrin. The field trial was carried out in an area where
Anopheles gambiae s.s. populations are both susceptible or resistant to pyrethroids,
organophosphates and carbamates depending on the season, due to temporal fluctuations in
the relative frequency of the two molecular forms of An. gambiae, M and S, which in this area
carry insecticide resistant alleles at contrasting frequencies (14, 15). In particular, the S-form
carries the knockdown resistant (Kdr) and the insensitive acetylcholine esterase (AcE! Ry
alleles at high frequency, whereas these alleles float at much lower frequency in the M-form.
In this paper we present the response of the vector populations to the lethal effect of the
formulations tested. A detailed account of the behavioural effects of the repellent + insecticide
mixtures is presented in a companion paper. Moreover, we investigated under laboratory

conditions, whether RITNs could select for the insecticide resistance genes.

Methods

Study area

The field trial was carried out in the village of VK7, in the valley of the Kou river near Bobo-
Dioulasso, south-western Burkina Faso. The area is exploited by farmers for large-scale
cultivation of rice. Rice paddies provide extensive sites for mosquito breeding throughout
most of the year, particularly for the molecular form M of Anopheles gambiae s.s.
Conversely, the molecular form S of this malaria vector appears mainly during the wet
season, as it breeds mostly in puddles created by rains, and other rain-dependent larval

habitats.

Repellent and insecticide formulations

4
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An organophosphate insecticide and two repellent formulations were evaluated as mixtures
impregnated on mosquito nets: Pirigrain 250, is an emulsifiable concentrate (EC) formulation
containing 25% Pirimiphos Methyl (PM) produced by CGI (Compagnie Générale des
Insecticides, Cergy Pontoise, France). KBR 3023 (hydroxyethyl isobuthyl piperidine
carboxyilate, also known as icaridin) was formulated as a liquid concentrate containing 25%
of active ingredient. DEET (diethyl-3-methylbenzamide) was also formulated as a liquid
concentrate containing 30% of active ingredient. The two repellent formulations are designed
and distributed for application on clothing by the company Osler (Melun, France).
Deltamethrin was our pyrethroid of choice because it is one of the two gold standard
pyrethroid used for net impregnation with permethrin; it has a good toxicology profile and has
undergone the WHO Pesticide Evaluation Scheme (WHOPES). A standard suspension
concentrate at 20% (KO—Thrin®, Bayer Crop Science, Monheim am Rhein, Germany), which
is routinely used to impregnated bed-nets was used in the trial. No toxic or repellent

chemicals other than those mentioned above were declared in the formulations tested.

Mosquito nets and treatments

We used polyester nets of 100 denier netting and 156 mesh size. To simulate the conditions of
bed-net wear and tear that can be encountered in the field, six holes, each measuring 4 x 4 cm,
were cut on the sides and ends of each net. The nets were impregnated with the repellent
DEET or KBR 3023 at a dose of 10 g/m? and the insecticide PM at a dose of 150 mg/m? and a

control treatment with a standard pyrethroid deltamethrin at a dose of 25 mg/m? by dipping.

Experimental huts and mosquito collections
The treated nets were set inside 4 experimental huts, following the same design and

procedures described in Darriet et al. (16) and N’Guessan et al. (17). Briefly, the huts are

5
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3.5 x 2 x 2 m and built with local materials so that mosquitoes can fly only through four entry
baffles that hinder them to escape from the hut once inside. In this way the majority of
mosquitoes entering the hut can be accounted for. A veranda-trap made of polyethylene
sheeting and mesh screening measuring 2 m long, 1.5 m wide, and 1.5 m high, projects from
the back wall of each hut. Movement of mosquitoes to and fro the huts and the verandas was
unimpeded during the night. Each experimental hut rests on a concrete base surrounded by a
water-filled moat to prevent entry of ants that would otherwise eat mosquitoes knocked down
on the floor of the hut.

Local adult male volunteers recruited for the study slept on mats under the nets from 20:00 to
05:00; at 18:00, before the start of the tests, they removed spiders and other mosquito
predators. At 05:00, the volunteers closed the entry baffles, lowered the curtain separating the
sleeping room from the veranda-trap, and collected all mosquitoes from the room, bed-net,
and veranda, whether dead or alive. Female mosquitoes were scored by location as dead or
alive, fed or unfed, and identified to morpho-species. To minimise bias in individual
attractiveness and spatial variation in mosquito densities, the sleepers and bed-nets were
rotated between huts. Two replicates of the trial, each running for 27 nights over 4 weeks,
were carried out: the first at the end of the dry season (May 5™ to June 3"), when mainly the
molecular form M of An. gambiae is present in the village; the second at the end of the rainy
season (September 18" to October 14™), when the form S constitute the majority of the An.

gambiae population.

Ethical issues
Informed consent was obtained from the human volunteers prior to enrolling them in the

study. Malaria chemoprophylaxis and medical surveillance was provided them during and 3
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weeks after the trial. The IRD and Burkina Faso national ethical committees issued formal

ethical approval of the protocol.

Molecular analyses

To determine the presence and relative frequency of the molecular forms M and S of An.
gambiae s.s., genomic DNA of field-collected mosquitoes was extracted and amplified by
PCR according to the method of Favia et al. (18). Samples of mosquitoes that were alive or
dead at the time of collection were taken from the control hut for molecular detection in
individual mosquitoes of the Kdr and Acel” alleles using the methods of Martinez-Torrez et

al. (19) and Weill et al. (20), respectively.

Statistical analysis

The entomological impact of each treatment on mosquitoes was expressed relative to the
control in terms of the overall mortality rate; this is the proportion of mosquitoes that were
found dead at the time of collection, and those that died after having hold them during 24 h
post-exposure. We considered that the mortality rate is the response expected to have the most
significant epidemiological impact. For statistical purposes, we fitted a logistic regression
model assuming a binomial error distribution with regression parameters calculated by
maximum likelihood with the software GLIM v.4 (21); we used the number of dead
mosquitoes y as response variable, and the total number n of mosquitoes collected in the hut
as binomial denominator. The proportion of dead mosquitoes p = y/n was related to the time
(in days) post-treatment, the insecticidal treatment, and season (i.e. replicate). The statistical
significance of main effects and interaction terms in the model was tested with F-tests by
analysis of deviance (ANODEV), by looking at the change in deviance caused by the removal

of each term from the maximal model after having allowed for overdispersion in the data by
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calculating a variance heterogeneity coefficient with the Williams’ algorithm (22, 23).

Confidence limits for median (ETs() were calculated using Fieller’s theorem (22, 23).

Results

Vector population composition and insecticide resistance status

Molecular analysis revealed, as expected, a marked change between seasons in molecular
form composition and insecticide resistance status (Table 1). During the dry season replicate
of the trial, the molecular form S accounted for 5% of the Anopheles gambiae s.s. population,
whereas at the end of the dry season it represented 85% of the sample. Accordingly, the Kdr
allele, which confers resistance to pyrethroids, was found at a frequency of 8% in the An.
gambiae s.s. sample during the dry season replicate and at 88% at the end of the rainy season.
Similarly, the frequency of the AceI” allele, which confers resistance to organophosphates
and carbamates, increased from 1% at the end of the dry season to 40% during the rainy
season. The change in frequency of the insecticide resistance genes reflects the fact that these

genes float at high frequency only in the molecular form S of An. gambiae.

Efficacy of repellents + OP mixtures against deltamethrin

The analysis of deviance showed that the three-way interaction term between
TIME*TREATMENT*SEASON was statistically significant (F, nw=4.705; P=0.01), indicating
that the decrease with time in the lethal effect was significantly different for treatments and
between seasons. Hence, the minimal adequate model was those with a different curve
relating the decrease of mortality with days post-treatment for each combination of treatments

and seasons (Figure 1). Accordingly, the estimates of the regression parameters for the six

8
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logistic curves are shown in Table 3, together with the inferred effective times in days post-

treatment.

During the dry season replicate, lethality of the PM+KBR 3023 mixture lasted longer than
KO-thrin over the first 15 days post-treatment (ETg" " <BR = 11.2 days vs. ETg"0"™"" = 4.7
days — Figure 1d and Table 2). The PM+DEET mixture was as efficient as KO thrin over only
about 4 days (figure 1 d). The efficacy of the nets impregnated with the two mixtures
decreased faster (bR = -0.339 £0.059; b™*P*FT = _0.192 +0.036) than KO-Thrin
(H*O™M = .0.099 +0.048) (Figure 1d). This explains the shorter median effective time of the

two mixtures.

The trend was different for the rainy season replicate, because the lethality of nets
impregnated with KO-thrin was consistently lower than that of the dry season replicate
(Figure Ic), in view of the change in molecular form composition and insecticide resistance
status of the vector population (Table 1). Efficacies of the PM+DEET and PM+KBR 3023
were significantly higher than the deltamethrin formulation against the An. gambiae
population carrying high frequencies of the Kdr and Acel® genes. Indeed, KO-thrin never
induced more than 55% mortality throughout the course of the replicate, whereas the
PM+DEET and PM+KBR 3023 mixtures killed >90% of the exposed mosquitoes up until

about 4 and 7 days post-treatment, respectively (Table 3 and Figure le).

There was no difference between the model estimates of the PM+DEET mixture between the
two replicates (Student t-test: t,=0.248 ; P=0.8; t,=0.101; P=0.92) (Figure 1a), indicating that
the response in mortality through time was the same across seasons. Conversely, the
PM+KBR 3023 efficacy changed significantly across replicates (t,= 3.34; P<0.01; t,=2.01 ;
P<0.05): lethality was lower during the rainy season shortly after impregnation of the nets,

but the decrease with time in efficacy was subsequently slower (Figure 1d). Similarly, a
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significant difference in efficacy between the two seasons was observed for KO-thrin (t,=
2.55; P<0.05 ; t,=4.06; P<0.005), with induced mortality being much lower during the rainy
season than the dry season; lethality of the nets, however, was always higher during the dry
season replicate up until the end of the 27-days replicates, despite a slower decrease with time

in efficacy for the rainy season replicate (Figure 1c¢).

Impact of treatments on insecticide resistance genotypes

A total of 192 An. gambiae females were genotyped for molecular form status, Kdr and Acel R
genes. Because of severe restrictions in gene flow between the M and S molecular forms (24,
25) which lead to marked differences in their resistance status (15), we chose to investigate
the selection pressure of our three treatments only against the S molecular form of An.
gambiae (88% of the total population collected in rainy season, Table 1). The results of Kdr
genotyping of 151 specimens are shown in Table 3. The gene was in Hardy-Weinberg
equilibrium (p=1). There was no evidence for a significantly higher frequency of Kdr® allele
in those that survived the three treatments. No Kdr'/Kdr' or Kdr*/Kdr* mosquito survived
with the KO-thrin treatments in contrast with PM+DEET and PM+KBR treatments, but
samples of susceptible genotype was too low. The results of the Acel" genotyping of 151 S
form An. gambiae are shown in table 4. We observed an heterozygote excess for Acel R gene
(p value). There is no evidence for a significantly higher frequency of Acel® allele in those

that survived the three treatments.

Discussion

Our results from an area of insecticide resistance near Bobo-Dioulasso, Burkina Faso,

demonstrated that a mixture of an organophosphate (pirimiphos-methyl) and an insect
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repellent (either DEET or KBR 3023) on mosquito nets was as lethal as the pyrethroid
deltamethrin for a few days against a susceptible An. gambiae s.s. population. However, the
efficacy of the two mixtures was substantially higher than deltamethrin against a multilocus
resistant An. gambiae population (mainly composed of the molecular form S) carrying two
resistance genes for pyrethroids and organophosphates/carbamates (Kdr and Acel”,
respectively), at moderate to high frequency. The efficacy of the mixtures was due to strong
synergism between the two active ingredients, as demonstrated in another study (Pennetier et
al., submitted). Some OPs like chlorpyriphos methyl (11, 26), or pirimiphos methyl (27), and
the carbamate carbosulfan (27, 28), were also recently tested on nets to verify their efficacy in
terms of induced mortality against pyrethroid-resistant populations of An. gambiae, and were
found as lethal as deltamethrin, lambda cyalothrin, or permethrin. The major constraint to the
use of OPs or carbamates on bed-nets is their higher toxicity to humans (9, 29), and the
possibility to induce a selection pressure for resistance mechanisms other than Kdr, such as
the insensitive acetyl cholinesterase (AcE! R (30). In view of these results, the concept of
mixing an insect repellent with an organophosphate (OP) offers a potential alternative to the

use of pyrethroids on mosquito nets;

There are, however, several advantages in using mixtures of insect repellents and OPs. First,
the addition of a repellent allows the use of lower dosages of OPs. The recommended dose of
pirimiphos methyl to achieve a mortality close to 100% is 1000 mg/m? (27, 31). This is six
fold the dosage that we used in our mixtures. The possibility to use insecticides with different
modes of action at lower dosages than either ingredients used alone was also observed in
previous studies with OP/pyrethroid mixtures (10, 11). Second, the behavioural effects of
pyrethroids on mosquito nets, such as irritancy, that confer personal protection to the sleeper
under the net are restored by the presence of the repellent in RITNs. Previous laboratory

studies on repellent + OP mixtures already focused on this property. These studies showed
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that the mixtures have the same irritant effect than pyrethroids (12), and induce protection
against blood feeding (13). Our field trial confirmed the excito-repellency of the repellent +
OP mixtures (data presented in a companion paper). Third, we could not detect significant
differences in the frequency of two important insecticide resistance genes, Kdr and AcEI"
among mosquitoes that survived or died after exposure to RITNs, indicating that PM+DEET
and PM+KBR 3023 would not select for any of these two resistance alleles. Thus, RITNs

appear as a promising tool to control malaria vectors in areas of insecticide resistance.

Our results show that mortality in response to treated nets changed between seasons
depending on the combination of repellent and insecticide used. The response to the
PM+DEET mixture did not change with the resistance status of the An. gambiae population,
whereas the PM+KBR 3023 efficacy decreased significantly at the end of the rainy season,
but lasted comparatively longer than during the dry season replicate of the trial. This
difference may result from a difference in mode of action of the two insect repellents used in
our trial, and their interaction with the insecticide pirimiphos-methyl. Indeed, PM is an AChE
inhibitor and it has been recently shown that DEET exerts a neurotoxic effect through
alteration of both neuronal function and synaptic transmission (32). DEET increases the
release of ACh in synaptic cleft, which led to hypothesize that synergism between the OP and
DEET due to the implication of pre-synaptic muscarinic receptors involved in the negative
feedback regulation process (33), which thereby modulated Ach release. The exact mode of
action of KBR 3023 is not known yet, hence it is probably premature to propose an
explication of why its efficacy changed in response to changes in the resistance status of the

vector population.

At present, it is as yet not possible to envisage the use of RITNs in community-based vector

control programmes because of the short persistence of the lethal effect induced by the OP +
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repellent mixture (1-2 weeks depending on season and combination). This is presumably due
to the high vapour pressure of the repellents, which act mainly in the vapour phase, and hence
do not persist long enough on the net at higher than threshold concentrations. However, long-
lasting formulations, such as resins, micro capsules, cyclodextrins, etc. might increase the
persistence of the mixture on the net. We suggest that industry should have a vital role to play
in the development of such more adapted formulations. We are currently testing a
microencapsulated formulation of DEET + PM with encouraging preliminary results (data not

shown).

Another factor preventing the immediate application of the RITN concept in the field is the
lack of knowledge of the toxicological properties of repellent + OP mixtures. Despite the fact
that the two repellents and pirimiphos-methyl are reported as safe products (34-38), little is
known about the interaction of repellents with OPs. It is worth noting, however, that the
reported neurological pathologies occurred after rats received DEET and PBO by dermal
application (39, 40). We used an AChE inhibitor (an OP, pirimiphos-methyl) with DEET, but
in our case none of these compounds were applied on the skin, and the DEET concentration
we used on nets was lower by >5 fold than that applied on the soldiers’ skin during the Gulf
War episode. Nevertheless, it is crucially important to confirm by appropriate toxicological
studies that there are no adverse health effects in using organophosphate- + repellent at the

operational doses that are used to impregnated bed-nets.

In summary, we conclude that the application of low doses of an OP + insect repellents as
mixtures on mosquito nets was as much or more lethal shortly after application than the
pyrethroid deltamethrin against the malaria vector An. gambiae in an area of multiple
insecticide resistance. The recent concept of combining repellents with insecticides is still

limited by the short residual effect of the treatments and the lack of toxicological knowledge,

13
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but it appears as a potential tool warranting further development for the control of malaria

vectors and management of insecticide resistance in areas of endemic transmission.
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Legends
Table 1: Frequency of S molecular form of An. gambiae, of Knock Down Resistance (Kdr)
allele and insensitive acetylcholinesterase (Ace.") allele. Samples have been randomly taken

in the control hut.
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Kdr

S form frequency o n Ace1" frequency
(n tested) ?este d%l (n tested)
May-June 0,05 (43) 0,08 (41) 0,01 (40)
(dry season)
September-
October (rainy 0,85 (49) 0,88 (48) 0,40 (49)
season)

Table 2: Regression parameters (SE) and median and 90% effective time (95% confidence
interval) expressed in days of the minimal adequate regression model fitted to the

experimental hut data. A) First trial run in dry season (May and June); B) second trial run in

rainy season (September and October).

A. Dry season

treatment a b ETso EToo
PM+DEET 2,814 -0,194 14,5 3,2
(£0,737) (£0,039) (11.1-16.4)
5,932 -0,337 17,6 11,1
PM+KBR ! ’ ’ ’
(£0,628) (£0,032) (16.8-18.2)
. 2,693 -0,100 26,8 4.9
KO-Thrin
(+0,656) (£0,033) (22.7-42.2)
B. Rainy season
treatment a b ETso EToo
PM+DEET 2,907 -0,184 15,8 3,9
(£0,520) (£0,030) (13.8-17.7)
1,424 -0,090 15,9 -8,6
PM+KBR ! ’ ! ’
(x0,657) (£0,036) (5.4-22.7)
) 0,136 -0,030 4,5 -68,1
KO-Thrin
(£0,320) (x0,019) (0-13.9)
15
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Table 3: Mortality rate among Kdr genotypes.

Kar Number tested Mortality % (n)
SS or RS RR SS or RS RR P (F exact test)*
PM+DEET 4 45 25% (1) 57,8% (26) 0,323
PM+KBR 7 44 40% (2) 59,1% (26) 0,239
KOThrin 2 49 100% (2) 53,1% (17) 0,064

*Numbers of the Kds/Kds and Kdr/Kds were too small to allow Khi? tests on the numbers of
each genotype; therefore significance tests were carried out on numbers of Kdr and Kds alleles
among live and dead mosquitoes.

Table 4: Mortality rate among Ace. I genotypes.

AcE1? Number tested Mortality % (n)
SS RR or RS SS RR or RS P (F exact test)*
PM+DEET 4 39 50% (2) 59% (23) 0,662
PM+KBR 3 28 33,3% (1) 50% (14) 1,000
KOThrin 4 29 75% (3) 31% (9) 0,442

“Numbers of the Ace.1"/Ace.1” and Ace.1"/Ace.1” were too small to allow Khi? tests on the
numbers of each genotype; therefore significance tests were carried out on numbers of Ace. 17
and Ace.1° alleles among live and dead mosquitoes.

Figure 1: Decline with time of RITN efficacy. (A) Comparison between PM+DEET treated
net efficacy between the two seasons. (B) Comparison between PM+KBR treated net efficacy
between the two seasons. (C) Comparison between KO-Thrin treated net efficacy between the
two seasons. (D) Comparison between PM+DEET, PM+KBR and KO-thrin during the first
trial in dry season. (E) Comparison between PM+DEET, PM+KBR and KO-thrin during the
second trial in rainy season. Curves drawn according logistic plane regression of Equation (1)

whose parameters are shown in Table 2.
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Abstract

Background: Anopheles gambiae, a major vector of malaria, is widely distributed throughout sub-Saharan Africa. In an
attempt to eliminate infective mosquitoes, researchers are trying to develop transgenic strains that are refractory to the
Plasmodium parasite. Before any release of transgenic mosquitoes can be envisaged, we need an accurate picture of the
differentiation between the two molecular forms of An. gambiae, termed M and S, which are of uncertain taxonomic status.

Methodology/Principal Findings: Insertion patterns of three transposable elements (TEs) were determined in populations
from Benin, Burkina Faso, Cameroon, Ghana, Ivory Coast, Madagascar, Mali, Mozambique, Niger, and Tanzania, using
Transposon Display, a TE-anchored strategy based on Amplified Fragment Length Polymorphism. The results reveal a clear
differentiation between the M and S forms, whatever their geographical origin, suggesting an incipient speciation process.

Conclusions/Significance: Any attempt to control the transmission of malaria by An. gambiae using either conventional or
novel technologies must take the M/S genetic differentiation into account. In addition, we localized three TE insertion sites
that were present either in every individual or at a high frequency in the M molecular form. These sites were found to be
located outside the chromosomal regions that are suspected of involvement in the speciation event between the two
forms. This suggests that these chromosomal regions are either larger than previously thought, or there are additional
differentiated genomic regions interspersed with undifferentiated regions.
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Introduction

Malaria causes the deaths of more than one million people each
year, mostly in Africa (WHO/UNICEF World Malaria Report
2005). This disease and the relevant mortality are due to one of
four Plasmodium species, which are transmitted by mosquitoes.
Anopheles gambiae is the major vector in sub-Saharan Africa, which
has the greatest disease burden. Various methods have been
developed to control mosquitoes. However, the failure of
traditional measures together with the spread of insecticide-
resistance in natural vector populations [1,2], have spurred on
attempts to find alternative, unconventional approaches. One of
the most innovative strategies sets out to replace the entire wild
populations of An. gambiae with genetically modified, Plasmodium-
resistant individuals. This idea seems more plausible following the
successful genetic transformation of some anopheline species,

@ PLoS ONE | www.plosone.org

including An. gambige, and the identification of putative target
genes and gene drive mechanisms [3]. To ensure that the
transgene spreads throughout the entire wild populations,
however, we need to understand the population structure and
level of gene flow of mosquito populations. This makes it very
important to know whether the genetic differentiation between the
two ‘molecular forms’ of An. gambiae, termed M and S, which are
suspected of currently undergoing speciation [4-6], is a general
phenomenon affecting all African populations. The distinction
between the two forms was primarily based on sequence
polymorphism in ribosomal DNA loci 7], which was subsequently
confirmed by microsatellite data in Cameroon [8] and Mali [9], by
the insertion patterns of various transposable elements (TEs) in
Cameroon [10] and of the short interspersed nuclear elements
(SINEs) Maque and SINE200 in Burkina Faso, Central African
Republic, Mali, and Kenya [11,12]. The kdr allele, which confers
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knock-down resistance to pyrethroid insecticides and dichlorodi-
phenyltrichloroethane (DDT), was mainly present in S individuals,
and so this too was segregated between the two molecular forms
[see 4, 12 for reviews]. Studies of the gene flow within and between
the two molecular forms revealed, however, complex patterns of
differentiation. Some analyses revealed greater differences be-
tween ecological zones [13], and between allopatric populations of
a given molecular form than between the M and S populations
[14], suggesting that the M and S speciation is not yet complete.
Some data suggest that islands of speciation are present within the
genomes of these two forms, mostly in the region near the
centromeres of the X and 2L chromosomes and in a region of the
2R chromosome, whereas genetic differentiation remains weak in
other regions of the genome [15-18]. This could explain why the
estimates of genetic differentiation between the M and S forms
vary depending on the type of markers used, and the location of
the markers in the genome [8,9,13,19]. To find out whether the
genetic differentiation between the M and S molecular forms is
found throughout the geographical range of An. gambiae, we
studied the insertion polymorphism of three TEs. Because the
insertion sites of these TEs were scattered throughout the An.
gambiae genome, this study provides an overview of a large portion
of the mosquito genome. The insertion patterns of these TEs
reveal clear differentiation between the M and S forms, whatever
the geographical origin of the populations.

Results and Discussion

Twenty-one An. gambiae populations from ten African countries
were studied: two populations from Benin, two from Burkina Faso,
two from Cameroon, three from Ghana, five from Ivory Coast,
one from Madagascar, one from Mali, one from Mozambique,
three from Niger, and one from Tanzania (see Fig. 1, which also
indicates the number of mosquitoes of the M and S molecular
forms in each population). The M and S forms were distinguished
on the basis of their rDNA sequence polymorphism. The non-
Long Terminal Repeat (LTR) retrotransposon Aara8, the LTR
retrotransposon Ogymandias, and the DNA transposon Crusoe were
taken into consideration [10]. Individual TE insertion profiles
were obtained by the Transposon Display method [20,21]. This
technique is very similar to the Sequence-Specific Amplification
Polymorphism, except that the PCR amplifies a DNA sequence
defined by one primer anchoring to a conserved region of the TE,
and another primer anchoring to an adaptor attached to flanking
sites generated by enzymatic restriction digestion. The presence
and absence of TE insertions can thus be scored in individuals
(Fig. 2). We therefore compared the TE insertion profiles of
individuals from all the populations by estimating the inter-
population differentiation indices, ®st. This parameter is analo-
gous to Fst, and can be used to analyze the presence/absence data
[22] obtained by Transposon Display. The mean ®st values
between the M and S populations (0.57%£0.07 for Aara8,
0.19%0.04 for Ogymandias, 0.23%=0.05 for Crusoe), are higher than
the ®st between M populations (0.12+0.06, 0.07%0.04, and
0.11%+0.07, for Aara8, Ozymandias, and Crusoe, respectively) or S
populations (0.10+0.06, 0.12%+0.09, and 0.12%0.07, for Aara8,
Ozymandias, and Crusoe, respectively) (see Table S1 for the between-
population ®st and the associated P-values). A graphical
representation using a Principal Coordinate Analysis (PCoA)
(Fig. 3-5) clearly distinguishes between individuals of these two
forms, whatever the TE and the population considered, and shows
that individuals of a given molecular form cluster together. This
similarity of the results for all three TEs is reinforced by significant
Pearson correlation coefficient values between the ®st values
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obtained for the three TEs (r=0.72 for Aara8 vs Ozymandias;
r=0.70 for Aara8 vs Crusoe; r=0.77 for Ozymandias vs Crusoe; P-
values<<1x10™*). These data thus clearly reveal a high degree of
differentiation between the M and S molecular forms in all 21
populations studied, with some “specific” TE insertion sites being
present at high frequency in one or other form (Table 1). Among
20 such sites, 6 were found in all individuals (4 on M and 2 on S),
whereas 14 were present at high frequency in one form or the
other (see Fig 6). To check for possible differentiation between
populations of the M or S forms, we did Principal Coordinate
Analysis (PCoA) on either the M or the S populations. No
structuration between populations of either the M or S form was
detected, which suggests the absence of specific insertion sites for
groups of populations apart from the M and S forms. This
indicates that most insertion sites were widespread and highly
polymorphic between populations.

To localize the specific TE insertions on the chromosome arms
of An. gambiae, we extracted the corresponding **P labeled bands
from polyacrylamide gels, and sequenced the DNA to make sure
that the bands corresponded to the expected TEs and to obtain the
sequences flanking the TEs. Among the 20 specific insertion sites
that were attempted to be sequenced (13 on M and 7 on S), 7 were
not isolated, 7 were isolated but were found to be integrated within
repeated sequences or transposable elements and could not be
localized, 3 were located in the “unannotated” chromosome. This
suggests that some of these insertions were embedded within the
heterochromatin or were inserted within nests of TEs, which could
themselves be heterochromatic. The localization of some of the
TEs specific to one of the molecular forms within the
heterochromatin, raises the important possibility that drastic
differences in the composition of heterochromatin may exist
between populations, and the question of the influence of
heterochromatin on genetic differentiation and speciation pro-
cesses, once again highlighting the need for more intensive
research on this particular genomic region [23]. Three of the
specific insertions were however unambiguously localized on
chromosomes. They consisted of two Crusoe (Crusoe-1, Crusoe-2) and
one Ogymandias (Ozym-1) insertions specific to the populations of
the M molecular form. These insertions were localized in the
division 21 of the 2L chromosome (outside the known inversions),
and division 16 of the 2R chromosome (outside the 2Rd inversion,
at 800 kb from the inversion breakpoint) for Crusoe, and division 33
of the 3R chromosome for Ozymandias. These locations are outside
the genomic regions previously identified as being genetically
differentiated in the M and S forms [4,8,9,16,17,19] (see Fig. 7),
suggesting either that the chromosomal regions involved in this
differentiation are more extensive than expected, or that there are
additional differentiated regions interspersed with undifferentiated
regions. More detailed analyses of these regions are necessary. It
has been shown that differential population adaptation can be
determined from a subset of genes while gene flow still exists
between the species under speciation [24,25]. The “islands of
speciation” that define the M and S forms may thus be
extending gradually, reducing gene flow and fixing some TE
insertions close to the selected islands. Because the three
localized insertions were outside the known inversions and not
in the “islands of speciation”, these sites could result simply
from genetic drift that has occurred after the separation of the
M and S forms. If so, the fixed sites and the sites at high
frequency would correspond to the sites of high occupancy
frequency in the original founders, and the polymorphic
insertion sites (sites with low occupancy frequency) would
correspond to more recent transposition events, as observed in
colonizing species [26]. This kind of insertion site frequency
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Figure 1. Geographic origin of the African An. gambiae populations. Sample sizes of the M and S molecular forms in each population are
indicated in gray and black, respectively. Az=Azureti, Ban=Bankoumana, Baniz=Banizoumbou, Bef=Beforona, Bon=Bonia, Fur=Furvela,
Ipo=lpono, Kos=Kosseye, Lad=Ladji, Lem=Lema, Mam=Mampong, M'be=M’'be, Nia=Niamoue, Nie=Nieky, Odu=0dumasy, Sim =Simbok,
Soum=Soum, VK7 =Vallée du Kou, Yao=Yaokoffikro, Zen=Zenet, Zin=Zindarou. The populations were from B=Benin, BF =Burkina Faso,
C=Cameroon, G=Ghana, IC=Ivory Coast, MG = Madagascar, ML = Mali, MZ = Mozambique, N =Niger, T =Tanzania.

doi:10.1371/journal.pone.0001968.g001

pattern is compatible with the idea that An. gambiae has speciated
or differentiated relatively recently [27]. According to the
hypothesis of founder effects, the presence of fixed TE insertion
sites in each molecular form could suggest that gene flow is more
restricted than it has usually been thought to be, which would be
consistent with the virtual absence of hybrids in nature [8,
although an unusual frequency of hybrids was found in a
population from Guinea Bissau; J. Pinto, personal communica-
tion]. However, among the 6 fixed sites that we sequenced, only
one (Crusoe-1) was localized on the chromosome arms, the others
were either on the unknown chromosome, or clearly embedded
within heterochromatin or other transposable elements. In
addition, Crusoe-1, which is fixed in the M form, reaches a
frequency of 0.35 in the S form, suggesting it had been a site of
high frequency in the initial population from which the M and S
forms both derive. The two other localized sites, Ozym-1 and
Crusoe-2, which were outside the known inversions and the
“islands of speciation”, were present at an intermediate
frequency in the M populations (Fig 6), but at very low
frequency in the S form. All these data are in agreement with
founder events (26, 28) and then global expansion in Africa.
The wide distribution of An. gambiae suggests the possibility of
population adaptations to local climatic conditions, resulting in
local differentiation between populations of a same molecular
form, as has indeed been observed for M populations in
Cameroon and Mali, in addition to the M and S molecular form
differentiation [29]. Both the M and S forms exist in Western
Africa, while only the S form has been found in Eastern Africa,
which implies that the S form has greater climatic adaptability or
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migratory capacities than the M form. Although these two forms
may coexist in the same area, they appear to be in the process of
incipient speciation throughout Africa. No differences have been
observed in Plasmodium infection rates between sympatric M and S
forms in Cameroon [6]. Therefore, any attempt to construct a
genetically-modified, Plasmodium-resistant mosquito, with the
intention of replacing natural, infected populations, or any other
strategy of controlling An. gambiae, will have to take this incipient
speciation between the M and S molecular forms of the mosquito
into account.

Materials and Methods

Mosquitoes

A total of 446 An. gambiae mosquitoes (257 M and 189 S) were
sampled from 21 sites in Africa: Ladji (6°21" N, 2°27" E), Lema
(7°46" N, 2°14’ E) in Benin, Vallée du Kou (VK7, 11°24" N, 4°24’
W), Soum (12°35" N, 2°17" E) in Burkina Faso, Simbok (3°49" N,
11°28" E), Ipono (2°22" N, 9°49" E) in Cameroon, Bonia (10°52’
N, 1°07" W), Mampong (5°24" N, 0°36" W), Odumasy (5°53" N,
0°01" W) in Ghana, Azureti (5°12" N, 3°46" W), M’be (7°14" N,
5°1" W), Niamoue (5°52" N, 4°49" W), Nieky (5°24" N, 4°16" W),
Yaokoffikro (7°11" N, 5°1" W) in Ivory Coast, Banizoumbou
(13°32" N, 2°40" E), Kosseye (13°31" N, 2°1" E), Zindarou (13°26’
N, 2°55" E) in Niger, Beforona (18°58" S, 48°15" E) in
Madagascar, Bankoumana (12°50" N, 5°47" W) in Mali, Furvela
(23°43" S, 35°18" E) in Mozambique, and Zenet (5°16" S, 38°36’
E) in Tanzania. The species and molecular form of the specimens
were identified using Fanello ez al.’s protocol [30].
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Figure 2. Example of individual TE profiles obtained by Transposon Display with Aara8, Ozymandias, and Crusoe. Each peak in the TE
profile corresponds to one TE insertion in the individual analyzed. Because the probability that two TE copies would be inserted independently at the
same site in two different individuals is negligible, fragments of the same size were assumed to be of identical descent, and each TE fragment of a
given size was considered to be a single insertion. The matrices of the presence/absence of peaks were used to estimate genetic distances and do the

PCoA analyses shown in Fig. 3, 4, and 5.
doi:10.1371/journal.pone.0001968.9g002

Transposon Display

Total genomic DNA was isolated from individual mosquitoes
using a standard phenol-chloroform extraction procedure after
proteinase K digestion. The Transposon Display was performed
using a modified version of the protocol used by Zampicinini et al.
[31], as follows: 50 to 100 ng of genomic DNA was digested with
10 units of Hhal for 6 hours at 37°C; during the first round of
amplification, 3 mM of MgCl, and 0.625 Units of Taq
Polymerase were used; during the second amplification run,
0.2 uM of adaptor primer, 0.05 UM of nested TE-specific primer
with HEX fluorescent labeling, 2.5 mM of MgCl, and 0.625 Units
of Taq Polymerase were used. The last steps of the nested-
amplification cycles lasted 45 sec, instead of 1 min. The sequences
of adaptors and primers are shown in Table S2. Negative controls
were performed using the adaptor-primer or the element specific-
primer alone.

The PCR products were diluted 5-fold, and 1 pl of the dilution
was loaded onto a MegaBace 1000 capillary sequencer (Amer-
sham BioSciences) with an ET900-ROX standard size marker
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(Amersham BioSciences). Raw data were analyzed by Genet-
icProfiler software (Amersham BioSciences). To confirm whether
the amplified DNAs were identical to the expected TE product, 6—
8 fragments were cloned using the Topo TA cloning kit
(Invitrogen), following the Manufacturer’s instructions, and sent
to GenoScreen for sequencing. All analyzed fragments corre-
sponded to the expected TE.

Data analysis

Each band on the capillary gels was automatically ascribed a
molecular weight according to the DNA ladder, which was loaded
on each capillary. We assumed that the DNA bands with the same
molecular weight shared the same TE insertion. The individual
TE imnsertion patterns obtained from the Transposon Display were
thus recorded as a binary matrix of 0 and 1 denoting the absence
or presence of a given peak on the capillary gel, respectively. The
between-population genetic divergence, ®st, was calculated for
each pair of population samples for the three transposable
elements considered separately. This ®st, which allows for the
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Figure 3. Principal Coordinate Analyses (PCoA) of the Aara8
profiles obtained by the Transposon Display technique. The
ellipses, calculated for each population, were centered on the gravity
centre of each scatterplot, and the size of their axes was equal to 1.5
(the square root of the eigen values of the covariance matrix) times the
standard deviation of the coordinates of the projections on the first and
second axes. The percentage of variance explained by the first two axes
was 75.4%, and the F value of MANOVA test between individuals of
each molecular form was equal to 18.6 (p<<0.001).
doi:10.1371/journal.pone.0001968.g003

dominant nature of TE, is an analogue of the fixation index of
inter-population differentiation, Fgr [22,32]. Because the inter-
population index values calculated from samples consisting of less
than 5 individuals were not reliable, these values were not included
in the calculation of the mean ®st values between populations.
Graphical representations of the proximities between individuals
were obtained using a Principal Coordinate Analysis (PCoA), using
the R package ade4 [33]. All individuals were included in these
analyses, because those from small samples were not expected to
bias the results, as they were not assigned a prori to any specific
population. For each population, we then drew the ellipses
centered on the gravity center of each scatterplot, with the size of
the two first axes equal to 1.5 times the standard deviation of the
coordinates of the projections on the axes. MANOVA between
molecular forms was performed using JMP Version 7 software
(SAS Institute Inc.), and the variance components were tested for
significance by nonparametric randomization tests with the null
hypothesis of no population structure.

The detection of population differentiation by the PCoA is
based on the sites that are either fixed or at high frequency in a
form and not in the other. Hence sites with very high insertion
polymorphism play no role in the differentiation.

Identification of transposable element insertion sites
Fragments obtained from the Transposon Display were
separated on a 6% denaturing polyacrylamide gel. Samples were
diluted with one volume of loading dye (95% formamide, 0.05%
xylene cyanol FF, and 0.05% bromophenol blue), heat denatured
at 95°C for 5 min, and immediately cooled on ice. Polyacryma-
mide gel was pre-run at 75 W for 30 min. Six pl of each sample
were run at 75 W for 4 h in IXTBE. We used radioactive *°P
labeling; the gel was transferred to Whatman 3 MM paper, and
vacuum dried at 65°C for 1 h; dried gels were exposed to X-ray
films overnight or for 48 h, depending on the signal intensity [34].
The fragments of interest were cut from the gels, the DNA was
eluted from the bands at 100°C for 15 min and resuspended in
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Figure 4. Principal Coordinate Analyses (PCoA) of the Ozyman-
dias profiles. The percentage of variance explained by the first two
axes was 55.1%, and the F value of MANOVA test between individuals
of each molecular form was equal to 4.3 (p<<0.001).
doi:10.1371/journal.pone.0001968.g004

150 pl of sterile water. The fragments were amplified according to
the second amplification run of the Transposon Display protocol,
and cloned using the Topo TA cloning kit (Invitrogen). About 5
clones for each fragment were sequenced by GenoScreen. The
genomic localizations of the sequenced DNAs were determined by
interrogation of the Anopheles gambiae genome database (Ensembl
AgamP3 assembly, release 46.3i). Among the 14 sequenced
fragments, only three presented a flanking sequence localized in
only one site on the chromosome arm. These three fragments
corresponded to two insertions of the DNA transposon Crusoe and
to one insertion of the LTR retrotransposon Ozymandias. Their
specificity to the M form was confirmed by PCR. Amplifications
were performed following the second amplification run of
Transposon Display, using primers Crusoe-1F 5'-CCTATT-

Figure 5. Principal Coordinate Analyses (PCoA) of the Crusoe
profiles. The percentage of variance explained by the first two axes
was equal to 55.0% and the F value of MANOVA test between
individuals of each molecular form was equal to 4.1 (p<<0.001).
doi:10.1371/journal.pone.0001968.9005
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Figure 6. Frequencies of the 20 insertion sites sequenced in the M (red squares), and S (green squares) molecular forms. Insertion
sites localized on the chromosomes: Crusoe-1-2, Ozym-1. Insertion sites localized on the unknown chromosome: Aara8-2-3-5. Insertion sites integrated
within other transposable elements or repeated sequences: Aara8-1-4-6, Ozym-2-5, Crusoe-3-4. Insertion sites not isolated: Aara8-7, Ozym-3-4-6-7,

Crusoe-5-6.
doi:10.1371/journal.pone.0001968.g006

Table 1. Number of insertion sites and average site numbers*SE of Aara8, Ozymandias, and Crusoe for the populations of the S
and M molecular forms.

Number of insertion sites Mean insertion sites number=SE

Specific to M Specific to S Common to Total number of loci

molecular form molecular form both forms with an insertion M molecular form S molecular form
Aara8 4 3 3 110 6.58+1.71 6.69+1.43
Ozymandias 5 2 12 245 19.41£5.78 12.99*3.73
Crusoe 4 2 7 169 10.33+3.01 11.67+3.84

doi:10.1371/journal.pone.0001968.t001
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Figure 7. Position on chromosomes 2 and 3 of the three TE insertions specific to the M molecular form (in box). The loci Ag2H325,
Ag2H417, Ag2H769, Ag3H555, Ag3H170, Ag3H750 from [8], kdr from [4], and lon channel and LIM from [17], have been shown to differentiate the
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@ PLoS ONE | www.plosone.org 6 April 2008 | Volume 3 | Issue 4 | 1968



GATTTGTCCGACACTG-3’, Crusoe-IR 5 -TCACTTCACGT-
TCGAAACAG-3',  Crusoe-2F  5'-CCTATTGATTTGTCCGA-
CACTG-3', Crusoe-2R 5'- TTTACCTGGC TTTTGGCAAT-3" and
Ozym-1F 5'-TGCTATAAGCAATCCACCACA-3', Ozym-IR 5'-
CTCAAAGTGTGCTTCCTCACC-3" for the Crusoe-1, Crusoe-2 and

Ozym-1 wnsertions, respectively.

Supporting Information

Table S1
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0001968.s001 (1.58 MB DOC)

Table S2
Found at: do1:10.1371/journal. pone.0001968.s002 (0.03 MB DOC)
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RESUME

Au Burkina Faso, les vecteurs du paludisme sont représentés essentiellement par quatre
especes anophéliennes dont la répartition géographique varie en fonction des facies agro-
climatiques: il s’agit d’Anopheles gambiae s.s., d’An. arabiensis, d’An. funestus et An. nili.
Les deux dernieres especes ont une répartition plus focalisee a I’Ouest du pays tandis qu’An.
arabiensis est plus représentée au centre et a I’Est du pays.

L analyse moléculaire d’An. gambiae s.s. a révelé que cette espece était subdivisée en deux
formes moléculaires S et M. Ces formes moléculaires sont rencontrées sur tout le territoire
avec une prédominance de la forme S dans les savanes humides a I’Ouest du pays. La forme
M est plus représentée au centre et au nord du pays mais aussi dans les zones rizicoles.

A I’instar d’An. gambiae s.s., An. funestus est elle aussi subdivisée en deux entités
identifiables seulement au niveau chromosomique, les formes Kiribina et Folonzo
sympatriques dans les savanes du centre et de I’Ouest du pays. Dans cette partie du pays, elles
prennent le relais d’An. gambiae s.s. dans la transmission du paludisme vers la fin de la saison
des pluies (Septembre et Octobre). La forme Kiribina serait la seule représentée dans les sites
irrigués en I’occurrence la plaine rizicole de la Vallée du Kou.

L utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticides (MII) essentiellement a base de
pyréthrinoides est le principal outil de lutte contre le paludisme. Vulgarisée a large échelle,
I’efficacité de cet outil est menacée par I’apparition de la résistance d’An. gambiae s.l.
principal vecteur, aux insecticides. La mutation kdr Leu-Phe est le principal géne impliqué
dans cette résistance aux pyrethrinoides. Détectée essentiellement dans les populations de la
forme moléculaire S en 2000 a de trés forte fréquence (90%), cette mutation s’est vite
propagée dans la forme moléculaire M atteignant des fréquences de plus de 60% par endroits.
Trouvée chez un seul spécimen d’An. arabiensis a I’époque, elle a été détectée a une
fréquence de plus de 30 % chez cette espece dans la zone soudano-sahélienne ou elle n’avait
pas été rencontree jadis.

Bien que des échecs opérationnels n’aient pas encore été rencontrés dans ces zones de
résistance, la gestion éventuelle de cette résistance a orienté les recherches vers I’utilisation
d’autres insecticides notamment les carbamates (CM) et les organophosphores (OP) en
mélange ou en mosaique avec les pyréthrinoides. La encore, I’émergence du géne ace.1%,
principale mutation conférant une résistance croisée a ces deux familles d’insecticides a été
détectée principalement dans les zones cotonnieres de I’Ouest. L’émergence récente de cette
mutation détectée a la fois dans les formes moléculaires S et M d’An. gambiae mais
probablement aussi chez An. arabiensis au Sud-Ouest du pays serait attribuée a I’introduction
au milieu des années 90 des CM et des OP en rotation avec les pyréthrinoides contre les
ravageurs du coton. Dans un contexte ou en Afrique de I’Ouest la propagation du gene kdr
prend de I’ampleur traduisant un souci majeur de I’efficacité a long terme des MII, la
pulvérisation intradomiciliaire a base de DDT, jadis abandonnée pour les mémes raisons de
résistance, anime a nouveau les débats.

Dans ce contexte, la mise au point de nouvelles formulations ou de combinaisons
d’insecticides s’avere indispensable. L’avenement des moustiquaires impregnées
d’insecticides a longue durée d’action (LLINS) prend le relais avec pour objectif d’améliorer a
la fois la disponibilité de I’insecticide mais aussi la durabilité des moustiquaires.

De facon globale, la lutte contre le paludisme demeure toujours un challenge et aucune
technique ne saurait a elle seule en porter I’exclusivité. On assiste alors a la multiplication des
essais de nouveaux médicaments et vaccins au moment ou la publication du génome de
I’anophéle donne de I’espoir quant a I’utilisation des moustiques génétiqguement modifiés
comme stratégie complémentaire des méthodes actuellement utilisées dans la lutte contre le
vecteur du paludisme.

Mots-clés : paludisme, vecteurs, Anopheles gambiae s.l., formes moléculaires M et S,
Anopheles funestus, résistance aux insecticides, kdr, ace.1?, Burkina Faso, Afrique de I’Ouest
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SUMMARY

In Burkina Faso, malaria vectors are composed mainly by An. gambiae s.s., An. arabiensis,
An. funestus and An. nili. Their distribution varied following the agro-climatic zones. The two
latest species were focused in the western regions of the country whereas An. arabiensis was
most spread in the centre and the eastern regions.

The molecular identification of An. gambiae s.s. revealed that the two molecular forms M and
S were found elsewhere in the country scale but the S form was predominantly distributed in
the western humid savannahs whereas the M form was found in the centre and the north and
also in the rice growing areas.

An. funestus represented by the two chromosomal forms termed Kiribina (standard
chromosomal arrangement) and Folonzo (inversed arrangements) sympatric in the Western
part of the country transmitted malaria toward the end of the rainy season where An. gambiae
density decreased.

The insecticide impregnated bednets (ITNs) were perceived as the strongest tool to reduce
malaria transmission. But their efficacy in the long term was controversial due to the
occurrence of the Leu-Phe based kdr. Detected formerly in the S populations at high
frequencies (80%), this mutation conferring resistance to pyrethroids increased dramatically
in the M form reaching 60% in some areas. Formerly detected only in one specimen in 2000,
the frequency of this mutation increased in An. arabiensis populations averaging 30% in the
sudan-sahelian zone where it was formerly absent.

However no resistance was observed in the operational scale, the occurrence of this
pyrethroid resistance suggested the failure of this strategy in the long term. The research of
alternative ways had implied the use of new insecticides such as carbamates (CM) or
organophosphates (OP) or new pyrethroid-based combinations. Herein the emergence of
ace.1® mutation conferring the resistance to CM and OP occurred among the populations of
both M and S molecular forms of An. gambiae s.s. and probably also within An. arabiensis
populations mainly in the cotton belt of the West.

Meanwhile the finding of durable tool such as vaccines, the vector control has been enhanced
by the use of long lasting impregnated nets (LLINS) expected to improve the efficacy of
classic impregnated nets.

Globally the prevention against malaria remains a long term challenge and must regroup
multidisciplinary concepts. In the context of the publication of the whole genome both of An.
gambiae and P. falciparum, the use of genetically modified mosquitoes can now be properly
envisioned not exclusively but in the way to complete the package of the successful strategies
being in use in the field.

Key-words: malaria, vectors, Anopheles gambiae s.l., molecular forms S and M, Anopheles
funestus, insecticides resistance, kdr, ace.1", Burkina Faso, West Africa
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