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RÉSUMÉ 

La prévention du paludisme repose en grande partie sur la lutte contre les vecteurs. 

Cependant, la résistance aux insecticides des vecteurs du paludisme menace le contrôle et 

l'élimination de cette maladie dans de nombreux pays endémiques, dont le Cameroun. Cette 

résistance est médiée par plusieurs familles d'enzymes chez certaines espèces, toutefois la classe 

des UDP-Glycosyl transférases reste peu étudiée. Le but de cette étude était de déterminer le profil 

de résistance aux pyréthrinoïdes et d’évaluer l'implication possible des UDP-Glycosyl transférases 

dans cette résistance chez Anopheles funestus s.l. Après identification morphologique et 

moléculaire des adultes (F0) collectés à Mibellon et élevés à l'insectarium, des tests de sensibilité 

aux insecticides ont été réalisés sur les moustiques adultes F1 selon le protocole de l'OMS. A la 

fin des tests, les survivants de l'exposition à la Deltaméthrine et à la Perméthrine ont été analysés 

pour détecter les mécanismes de résistance à ces insecticides. Le niveau d'expression des gènes 

candidats de l'UDP-Glycosyl transférases identifiées par RNASeq 2018 pouvant être impliqués 

dans la résistance aux insecticides a été évalué par PCR quantitative (RT-qPCR). Enfin, la 

recherche des mécanismes de résistance aux pyréthrinoïdes a été réalisée par amplification, 

clonage, séquençage et étude du polymorphisme du gène AFUN004354. Les résultats des tests de 

sensibilité ont révélé que cette population était résistante, avec les taux de mortalité sur 24 heures 

suivants : Deltaméthrine 0,05% : 19,44 ± 2,78 %, Deltaméthrine 0,25 % : 53,68 ± 8,22 %, 

Deltaméthrine 0,5 % : 89,75 ± 2,25 %, et Perméthrine 0,75 % : 20,47 ± 6,86 %, Perméthrine 3,75 

% : 68,34 ± 2,62 %, Perméthrine 7,5 % : 83.41 ± 4.25 %. Le gène Afun004354 a été plus surexprimé 

chez Fumoz avec 23,21 ± 0,65 de taux d'expression que chez les souches de terrain : Control avec 

4,83 ± 0,93, Deltaméthrine 1X vivant avec 5,79 ± 4,87 et Perméthrine 1X vivant avec 10,39 ± 0,26 

de taux d'expression et l'étude du polymorphisme de ce dernier a montré une grande diversité 

génétique entre les souches de laboratoire et les souches de terrain. Cependant, les valeurs non 

significatives de Tajima et Fu et Li (D et D*) obtenues suggèrent que les changements observés 

dans ce gène peuvent être dus au hasard et que le rapport Ka/Ks avec des valeurs inférieures à 1 

reflète une sélection purificatrice ou stabilisatrice (agissant contre les changements). Des études 

complémentaires sont nécessaires pour élucider cette surexpression induite du gène Afun004354 

chez cette espèce. 

Mots-clés : résistance métabolique, UDP-Glycosyl Transférase (Afun004354), Deltaméthrine, 

Perméthrine, Anopheles funestus, Paludisme.
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ABSTRAT 

Malaria prevention relies heavily on vector control. However, insecticide resistance in 

malaria vectors threatens the control and elimination of this disease in many endemic countries 

including Cameroon. This resistance is mediated by several families of enzymes in some species, 

while the UDP-Glycosyltransferase class remains poorly studied. The aim of this study was to 

evaluate the resistance profile to pyrethroids and determine the possible involvement of UDP-

Glycosyltransferases in the resistance of the latter in Anopheles funestus s.l. After morphological 

and molecular identification of adults (F0) collected at Mibellon and raised at the insectarium, 

insecticide susceptibility tests were performed on F1 adult mosquitoes following the WHO 

protocol. At the end of these tests, the survivors of exposure to Deltamethrin and Permethrin were 

analysed for resistance mechanisms to these insecticides. The expression level of candidate UDP-

Glycosyl transferase genes identified by RNASeq 2018 that may be involved in insecticide 

resistance was assessed using quantitative PCR (RT-qPCR). Finally, the search for pyrethroid 

resistance mechanisms was carried out by amplification, cloning, sequencing and study of the 

polymorphism of the gene AFUN004354. The results of the susceptibility tests revealed that this 

population was resistant, with the following 24-hour mortality rates; Deltamethrin 0.05%: 19.44 ± 

2.78 %, Deltamethrin 0. 25%: 53.68 ± 8.22 %, Deltamethrin 0.5%: 89.75 ± 2.25 %, and Permethrin 

0.75%: 20.47 ± 6.86 %, Permethrin 3.75%: 68.34 ± 2.62 %, Permethrin 7.5%: 83.41 ± 4.25 %. 

The Afun004354 gene was more overexpressed in Fumoz with 23.21 ± 0.65 expression levels than 

in the field strains: Control with 4.83 ± 0.93, Deltamethrin 1X alive with 5.79 ± 4.87 and 

Permethrin 1X alive with 10.39 ± 0.26 expression levels and the study of the polymorphism of the 

latter showed great genetic diversity between the laboratory strains and the field strains. However, 

the non-significant Tajima and Fu and Li (D and D*) values obtained suggest that the changes 

observed in this gene may be due to chance and that the Ka/Ks ratio with values below 1 reflects 

purifying or stabilising selection (acting against changes). Further studies are needed to elucidate 

this induced overexpression of the Afun004354 gene in this species. 

Keywords: metabolic resistance, UDP-Glycosyl Transferase (Afun 004354), Deltamethrin, 

Permethrin, Anopheles funestus, Malaria. 
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Le paludisme demeure la plus importante maladie à transmission vectorielle malgré tous 

les efforts de lutte mis en place (WHO 2017). Au niveau mondial le nombre de cas du paludisme 

est estimé à 241 millions en 2020, soit une hausse par rapport aux 227 millions de 2019 et aux 224 

millions de 2015, cette augmentation de 2020 est dû à la perturbation des services sanitaires durant 

la pandémie COVID-19.(WHO, 2021). La région Afrique de l’OMS enregistre le plus de cas à 

l’échelle mondiale et représente à elle seule environ 95 % (228 millions) des cas estimés en 2020. 

Au Cameroun, plus de 2 millions 600 mille cas de paludisme et 4510 décès y ont été enregistrés 

en 2019. L’Adamaoua étant la 2ième région présentant le plus grand nombre de cas (14.09%) et la 

3ième région présentant le plus grand nombre de décès (35,7/100.000 habitants) (PNLP 2020).  

La lutte contre cette affection repose principalement sur la lutte anti-vectorielle, qui est le 

moyen de prévention de masse contre cette parasitose (Townson et al. 2005; WHO 2009). Celle-

ci repose principalement sur l’utilisation d’insecticides à travers des Pulvérisations intra-

domiciliaires (PID), et l’utilisation des moustiquaires imprégnées à longue durée d’action 

(MILDA). Cependant, l’efficacité de ces outils de lutte est menacée par l’émergence et la 

croissance du phénomène de résistance chez les vecteurs de paludisme à la plupart des insecticides 

utilisés en santé publics tels que les pyréthrinoïdes (principale classe d’insecticide utilisée pour 

l’imprégnation des moustiquaires), contribuant ainsi à l’augmentation croissante du taux 

d’incidence du paludisme WHO, 2020). Cette résistance aux insecticides a été reportée chez les 

vecteurs majeurs An. gambiae s.l et An. funestus s.l dans plusieurs pays d’Afrique, parmi lesquels : 

l’Afrique du Sud (Brooke et al. 2001; Hargreaves et al. 2000), le Mozambique (Cuamba et al. 

2010; S. Casimiro et al. 2006), le Kenya (Mulamba et al. 2014), le Cameroun (Antonio-Nkondjio 

et al. 2015; Menze et al. 2018a; 2016) et le Malawi (Wondji et al. 2012). De nombreux études ont 

eu à reporter plusieurs mécanismes de résistances aux insecticides chez les vecteurs du paludisme 

parmi lesquels la résistance métabolique. Celle-ci se traduit par la détoxification naturelle des 

insecticides par des enzymes (Low et al. 2013; Riveron et al. 2013) 

Chez les moustiques du genre An. funestus s.s, le principal mécanisme de résistance aux 

insecticides qui a été identifié est la résistance métabolique. Les différentes enzymes dont 

l’implication est connue dans cette forme de résistance sont : Cytochrome P450 (Djouaka et al. 

2008; Mugenzi et al. 2019; Riveron et al. 2013), Carboxylestérases (Xianchun Li, Schuler, and 

Berenbaum 2007; Montella, Schama, and Valle 2012), Glutathions S-transférases (Hemingway et 
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al. 2004; Riveron, Yunta, et al. 2014). Malgré la multitude d’enzymes qui intervient dans le 

processus de détoxification aux insecticides, très peu d’études sont menées sur les autres enzymes 

de détoxification à l’instar des UDP-Glycosyl transférases. Or certaines études ont décrit 

l’implication de la famille des UDP-Glycosyl transférases dans la résistance métabolique chez la 

mouche domestique du genre Musca domestica (J.-Y. Lee et al. 2006) et chez les moustiques du 

genre An. sinensis (Zhou et al. 2019). Par ailleurs, les travaux menés par Kouamo et collaborateurs 

(Kouamo et al. 2021) et Wondji et collaborateurs (Wondji et al. 2022) ont aussi mis en évidence 

la surexpression de cette enzyme chez les moustiques du genre An. gambiae et An. funestus après 

exposition aux insecticides. 

Les évidences rapportées par les études ci citées laissent penser que : 

Les UDP-Glycosyl transférases sont impliqués dans la résistance métabolique aux Pyréthrinoïdes. 

L’objectif de la présente étude était de déterminer l’implication des UDP-Glycosyl 

transférase dans la résistance aux Pyréthrinoïdes chez les moustiques du genre An. funestus, 

vecteurs du paludisme en Afrique. Plus spécifiquement il s’est agi de : 

1. Déterminer le profil de sensibilité des moustiques aux pyréthrinoïdes à Mibellon, 

Cameroun ; 

2. Evaluer le niveau d’expression des UDP-Glycosyl transférase chez les moustiques du genre 

An. funestus ; 

3. Analyser la diversité génétique des UDP-Glycosyl transférase et rechercher les potentiels 

marqueurs de résistance des UDP-Glycosyl transférase aux Pyréthrinoïdes chez les 

moustiques du genre An. funestus. 
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I.1. Le Paludisme 

I.1.1. Définition 

Le Paludisme est une maladie parasitaire causée par un protozoaire parasite du genre 

Plasmodium et transmis à l’homme par la piqure d’un anophèle femelle infecté. 

 

Figure 1 : Pays avec des cas indigènes de Paludisme en 2000 et leur statut en 2019. 

(Source : Base de données de l'OMS 2021.) 

I.1.2. Le parasite : Plasmodium 

Les agents pathogènes responsables du paludisme sont des protozoaires intracellulaires du 

genre Plasmodium découverts en 1880 par Laveran (Mouchet et al. 2004); Ces parasites peuvent 

être transmissibles lors des transfusions sanguines ou par voie congénitale (Pierre Aubry and 

Bernard-Alex Gaüzère 2019). De nos jours, cinq espèces distinctes appartenant au genre 

Plasmodium sont à l’origine du paludisme chez l’homme (Bronner et al. 2009) : 

- Plasmodium. falciparum (découvert par Welch en 1897) classé à part avec P. reichenowi 

dans le sous-genre Laverania, est responsable de près de 60% des accès palustres (Hay et al. 2009). 

Présent dans les régions équatoriales et subtropicales, c’est le parasite du paludisme le plus 

prévalent en Afrique subsaharienne, et à l’origine de 99 % des cas de paludisme estimés en 2016 

(WHO 2017). En cas de complications, le parasite peut passer dans le système nerveux central ; 
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on parle alors de neuro-paludisme (Mouchet et al. 2004). P. falciparium à une durée d’incubation 

de 7 à 15 jours et une longévité inferieure à un an. 

- Plasmodium vivax (découvert par Grassi et Feletti en 1890) prédomine dans la région 

Amérique (64 % des cas) de l’OMS, et représente plus de 30 % des cas dans la région Méditerranée 

orientale et plus de 40 % dans la région d’Asie du Sud-est de l’OMS (WHO 2017). Il est beaucoup 

plus rarement observé en Afrique du fait que les érythrocytes du groupe sanguin Duffy négatif 

(observé chez la majorité des sujets originaires d’Afrique de l’Ouest) ne possèdent pas le récepteur 

membranaire nécessaire à l’infection par P. vivax (Anofel 2014). P. vivax a une durée d’incubation 

de 15 jours et peut s’étendre jusqu’à 7 mois. 

- Plasmodium malariae (découvert par Laveran en 1881) : c’est le seul parasite commun à 

l’homme et au chimpanzé ; il infecte l’homme dans les régions d’Afrique et d’Asie (Swierczynski 

and Gobbo 2008). Il est généralement plus fréquent dans les zones forestières. P. Malariae a une 

longévité d’environ 21 jours et s’attaque principalement aux hématies vieilles. 

- Plasmodium ovale (découvert par Stephens en 1922) a une localisation essentiellement 

africaine. Longtemps confondue à la précédente, il a été décrit comme remplaçant P. vivax chez 

les sujets Duffy négatifs (Molineaux et al. 1980). Avec une longévité de 15 jours, on note les 

rechutes pouvant durer 5 ans, dues à la présence d’hypnozoïtes hépatites (Mouchet et al. 2004; 

Mouchet and Carnevale 1991). 

- Plasmodium knowlesi (découvert par Knowles en 1932) sévit en Asie du Sud-est, en zone 

forestière et de prédominance des singes macaques, son hôte habituel (Anofel 2014). Ses infections 

chez l’humain ont pendant longtemps été attribuées par erreur à P. malariae dont il est 

morphologiquement proche (Singh et al. 2004).  

Le cycle de développement du Plasmodium comprend deux phases : une phase de développement 

asexuée chez l’homme et une phase sexuée chez le moustique (Anopheles). 

I.1.3. Les vecteurs de paludisme : Anopheles 

Les Anopheles sont les seuls vecteurs du paludisme humain dans le monde (Rhodain and 

Perez 1985). La Figure 2 montre la répartition mondiale des espèces majeures de ces dernières. 
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En 1818, elles ont été établies comme un genre de moustique par l’entomologiste Allemand Johann 

Wilheln Meigen. 

Au Cameroun, six espèces sont des vecteurs majeurs responsables de la transmission du 

paludisme. Il s’agit de : An. gambiae s.s.,An. coluzzii, An. funestus s.s, An. arabiensis, An. nili et 

An. moucheti (Barrón et al. 2019; Fontenille and Simard 2004). Certaines espèces telles qu’An. 

paludis, An. pharoensis, An. hancocki, An. ovengensis n’ont qu’une importance locale car 

présentes juste dans quelques régions et jouant un faible rôle dans l’épidémiologie de la 

transmission (Antonio-nkondjio et al. 2006; Awono-ambene et al. 2004; Fontenille, Wanji, and 

Awono-Ambene 2000). 

 

Figure 2 : Carte de la distribution des espèces majeures d’anophèles dans le monde. 

(Source : Sinka et al., 2012.) 

• Le complexe Anophèles gambiae 

Le complexe Anopheles gambiae est généralement considéré comme étant le complexe le 

plus étudié dans le monde entier. En tout, ce complexe comprend les 9 espèces suivantes : 

Anopheles Coluzzii, Anopheles gambiae s.s ; Anopheles aranbiensis ; Anopheles Amharicus 
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(Maureen Coetzee et al. 2013) ; Anopheles merus ; Anopheles quadriannulatus ; Anopheles 

comorensis ; Anopheles melas et Anopheles bwambae.(Barrón et al. 2019; Loughlin 2020), donc 

trois sont majeurs : An. gambiae s.s.; An. coluzzii et An. arabiensis (Antonio-nkondjio et al. 2006; 

Barrón et al. 2019). Ces espèces sont différenciables les unes des autres uniquement sur le plan 

génétique. An. gambiae s.l. était précédemment subdivisé en deux formes moléculaires distinctes 

à savoir M et S, basé sur une variation nucléotidique au niveau de la séquence IGS (Intergenic 

Spacer) de l’ADN ribosomal (Torre et al. 2001). Toutefois, cette espèce a récemment été 

subdivisée en deux espèces à part entière nommée An. gambiae s.s (anciennement forme S) et An. 

coluzzii (précédemment forme M) (Maureen Coetzee et al. 2013). An. gambiae.et An. coluzzii sont 

considérées comme étant majoritaires dans la propagation du paludisme car elles possèdent une 

aire de répartition extrêmement vaste sur tout le continent africain (figure 2). 

• Le groupe Anophèles funestus 

Le groupe Anopheles funestus est le second vecteur majeur du paludisme au Cameroun. Ce 

groupe est composé d’au moins 11 espèces africaines très proches, raison pour laquelle il serait 

difficile de les différencier uniquement sur le point de vue de critères morphologiques présents sur 

les larves ou sur les adultes. Il est composé des espèces suivantes : Anopheles funestus s.s, 

Anopheles parensis, Anopheles aruni, Anopheles rivulorum, Anopheles rivulorum-like, Anopheles 

vaneedeni, Anopheles brucei, Anopheles confusus, Anopheles funestuslike, Anopheles fucivenosus, 

Anopheles leesoni, Anopheles longipalpis et Anopheles fluviatilis.(Cohuet et al. 2004; Koekemoer 

et al. 2002; Mouatcho et al. 2018; Spillings et al. 2009) Une étude approfondie du polymorphisme 

génétique interspécifique de la région ITS2 (Internal Transcribed Spacer 2) de l’ADN ribosomal 

a été mené dans le but de les différencier (Cohuet et al. 2004; Koekemoer et al. 2002; Spillings et 

al. 2009). An. funestus possède une très large distribution géographique couvrant toute la région 

afro-tropicale (Mouchet et al. 2004). Les larves d’An. funestus ont la capacité de se développer 

uniquement dans les étendus d’eau claire, très larges et permanentes ou semi-permanentes, dont la 

végétation est émergente en hauteur de quelques dizaines de centimètres ce qui est suffisante pour 

faire de l’ombre à la surface de l’eau (Evans, 1938). Des études antérieures ont suggéré une 

possible résistance croisée entre les carbamates et les pyréthrinoïdes dans les populations d’An. 

funestus (Brooke et al. 2001; Wondji et al. 2009). Une telle résistance croisée pourrait avoir un 

impact dévastateur sur les programmes de lutte contre le paludisme et limiter les options 

disponibles pour la gestion de la résistance. 
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I.1.4. Biologie du parasite chez le vecteur et chez l’homme 

Le cycle du paludisme est à deux hôtes : un hôte intermédiaire, homme où se déroule la 

phase asexuée et un hôte définitif, l’Anophèle où se déroule la phase sexuée. Chez l’homme, le 

Plasmodium vit à l’intérieur des hématies, se nourrissant d’hémoglobine (Figure 3). Une fois que 

la femelle de moustique pique un individu infecté, elle aspire avec le sang de nombreux 

Plasmodium sous forme de gamétocytes. Ces gamétocytes (mâles et femelles) entameront un 

processus de reproduction sexuée dans l’estomac du moustique, qui aboutira à la formation des 

sporozoïtes ; ceux-ci resteront logés dans les glandes salivaires pendant toute la durée de vie de 

l’anophèle et seront injectés à l’homme lors des prochains repas sanguin. 

Une fois inoculé à l’homme, les sporozoïtes pénètrent activement dans un capillaire sanguin 

et atteignent le foie où ils subissent leur développement et leur multiplication, dans un processus 

connu sous le nom de schizogonie pré-érythrocytaire. Dans le foie, les sporozoïtes se répliquent et 

deviennent des schizontes tissulaires qui contenant des milliers de mérozoïtes. Cette schizogonie 

exo-érythrocytaire est caractéristique de chaque espèce et prend un temps de maturation minimum 

de 6 jours chez P. falciparum et maximum de 16 jours chez P. malariae. Le schizonte mature se 

rompt (en même temps que les hépatocytes infectés) libérant les mérozoïtes qui, une fois dans le 

sang, envahissent activement les érythrocytes. Dans les érythrocytes, les trophozoïtes mûrissent 

au cours des 24 à 72 heures, un phénomène qui dépend de l'espèce plasmodiale, avec la production 

de schizontes sanguins contenant chacun 6 à 36 mérozoïtes.  La rupture des érythrocytes libère 

dans le sang une nouvelle vague de mérozoïtes capables d'infecter d'autres érythrocytes. Au cours 

du processus de schizogonie, certains des mérozoïtes se différencient en formes sexuelles femelles 

(macrogamétocytes) et mâles (microgamétocytes) qui sont responsables, si elles sont ingérées par 

un moustique anophèle femelle, du cycle sporogonique définitif (Antinori et al. 2012). 
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Figure 3 : Cycle de vie de Plasmodium falciparum (Ookyste = Oocyste, Oocinète = Ookinète) 

(Source : Pascal Combemorel, « Planete Vie » publié le 02.2019.) 

I.1.5. Méthodes de lutte antivectorielle 

Depuis 2016, le vaccin RTS,S/AS01 (RTS,S ou Mosquirix, GSK Vaccines) est opérationnel 

pour les enfants en Afrique subsaharienne. Toutefois, l'OMS recommande son utilisation chez les 

enfants vivants dans des zones de transmission modérée à élevée pour prevénir le paludisme a P. 

falciparum (WHO 2021). Cependant, la lutte anti-vectorielle reste le principale moyen utilisée 

dans la prevention et la lutte contre le paludisme (Townson et al. 2005; WHO 2016). Elle est une 

stratégie de lutte qui cible les vecteurs du paludisme dans le but de limiter le contact homme-

vecteur et avec pour conséquence la diminution de la transmission des plasmodies par les 

anopheles (WHO 2016). Cette lutte consiste à mettre en place des traitements à grande échelle sur 

tout le territoire. Plus grande est l’étendue des opérations de lutte, meilleur sera l'impact des 

traitements aux insecticides sur le moustique. Ces méthodes de lutte peuvent être dirigéés contre 

différents stades de developpement du vecteurs. 



9 

I.1.5.1. Lutte contre les larves d’Anopheles 

Elle vise uniquement le stade larvaire des moustiques, c’est-à-dire qu’on peut traiter 

directement les gites larvaires en les aspergeant d’insecticides chimiques, assainir les milieux de 

telle sorte qu’il n’y a pas de l’eau stagnante aux alentours des habitations humaines. Et pour cela, 

il faudrait que les gîtes soient facilement identifiables et limités en terme de nombre. En milieu 

urbain, la méthode de lutte à long terme est basée surtout sur la réduction des gîtes par des mesures 

d’assainissement. Cette lutte est cependant difficilement envisageable dans de nombreux pays 

tropicaux étant donné l’urbanisation et les difficultés de financement des autorités (Pruss-Ustun 

and Corvalan 2007). Les travaux de drainage des eaux et une hygiène de vie sont requis après 

utilisation domestique. 

La lutte biologique peut être également envisageable. Elle se fait part l’utilisation des 

prédateurs naturels (poissons qui se nourrissent uniquement de larves) ou encore les bactéries 

entomopathogènes telle que Bacillus thuringiensis (Abagli, Alavo, and Brodeur 2014; Bawin et 

al. 2015). 

I.1.5.2. Lutte contre les Adultes d’Anopheles 

Cette méthode utilise principalement la pulvérisation intra-domiciliaire (PID) et la 

distribution des moustiquaires imprégnées et longue durée d’action (MILDA). Cette dernière est 

la plus repandue et la plus utilisée le but viser étant de reduire au maximum le contact entre 

l’homme et le vecteur, tout en éliminant ce dernier. La PID est la lutte «imagocide», donc le but 

visé ici est d’éliminer le plus grand nombre de vecteur en particulier les vecteurs endophiles et 

anthropophiles comme An. funestus s.s. et An. gambiae qui ont l’habitude de se poser sur les murs 

des habitations. 

Il existe aussi la pulvérisation spatiale qui consiste à pulvériser à plus ou moins grande 

échelle des insecticides le plus souvent à l’extérieur des habitations (Carnevale et al. 2009), et la 

lutte génétique. Cette dernière consiste à réduire la densité des populations de moustique en 

procédant à une auto destruction ou à une modification de leur patrimoine génétique (Carnevale et 

al. 2009). Ainsi peut se dérouler ce processus : dans certaines localités bien délimitées il y a 

relâchement des mâles stériles qui après accouplement et fécondation avec des femelles, elles ne 

pourraient donner des progénitures futurs (Lofgren et al. 1974). 
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I.1.5.3. Réduction du contact homme/vecteur 

Dans un premier temps les moustiquaires qu’on utilisait n’étaient pas imprégnés 

d’insecticides ce qui ne servait que de barrière physique entre les hommes et le vecteur. Après de 

nombreuses recherches au fil des années, il a été mis sur pieds des moustiquaires imprégnées 

d’insecticides (MII) qui ont considérablement augmenté l’efficacité de ces moustiquaires (Josiane 

Etang et al. 2007), ces moustiquaires ont été améliorés pour plus d’efficacité (Etang et al. 2016). 

Ces MII agissent de manières différentes et les effets sont multiples à savoir : un effet irritant de 

courte distance qui augmente le taux de sortie des moustiques, un effet excito-répulsif à longue 

distance qui limite le nombre d’anophèle entrant dans la maison. Enfin un effet ʺknock-downʺ (kd 

= assommer les moustiques) qui assomme les moustiques venus en contact avec la MII (Carnevale 

et al. 2009). Les moustiquaires sont considérées par l’OMS comme étant le meilleur outil de 

protection individuelle et familiale contre le paludisme. 

Malgré l’évolution de la moustiquaire, les anophèles continuent de piquer 

préférentiellement dans la nuit et à l’intérieur des maisons. C’est pourquoi les moustiquaires 

imprégnées a longue durée d’action (MILDA) (''Long Lasting Insecticidal Nets : LLIN'') ont vu le 

jour depuis plusieurs années afin qu’elles soient acceptées et accessible par la population et les 

communautés. L’avantage des MILDA est leur longue durée d’action estimée entre trois et quatre 

ans et le fait qu’aucune ré-imprégnation n’est nécessaire durant l’utilisation (Guillet, N’Guessan, 

and Darriet 2001; WHO 2018). Au Cameroun les MILDA ont été distribué pour la dernière fois 

en 2016 (PNLP 2018). D’autres méthodes telles que des répulsifs qu’on met sur la peau dans le 

but d’éloigner les insectes ont également été décrits. ils peuvent être sous forme de spray, de lotion, 

de crème ou de lingettes qui sont composés d’une substance active (synthétique ou naturelle) et de 

différents excipients. Au Burkina Faso une technique qui vise à imprégner les rideaux et vêtements 

(insectifuges-insecticides) a été développée dans le but de réduire significativement la transmission 

du paludisme (Christian, Jacqueline, and Don 1997; Pietra et al. 1991). 

I.2. Différents types d’insecticides utilisés contre les insects et leur mode d’action 

Il existe 6 grandes classes d’insecticides connues en santé publique. 
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I.2.1. Pyréthrinoïdes 

Les pyréthrinoïdes sont des molécules synthétiques dérivées des pyréthrines (extrait naturel 

de fleurs de chrysanthème). Ces insecticides sont classés en deux groupes. Le Groupe 1, à 

l’exemple de la perméthrine, ne dispose pas d’un groupement cyanure en alpha de la liaison ester. 

Le Groupe 2 comprend entre autrre la deltaméthrine, la lambda-cyhalothrine, la cyfluthrine Ils 

possèdent tous un groupe cyanure en alpha de la liaison ester. Les pyréthrinoïdes constituent la 

principale classe d’insecticide utilisée et recommandée pour l’imprégnation des moustiquaires 

compte tenu de leur action foudroyante (effet « knockdown »), et de leur faible toxicité pour les 

mammifères (Hemingway et al. 2004; WHO 2020). Ils sont également les principaux insecticides 

utilisés en pulvérisation intra-domiciliaire à effet rémanent (PID) (Riveron et al. 2013). Leur mode 

d’action se traduit par le maintien des canaux sodiques ouverts pendant longtemps, ce qui bloque 

de façon prolongée la transmission de l’influx neuromusculaire et conduit à la mort de l’insecte 

(Schleier III* and Peterson 2011). Au vue de cela, la résistance aux pyréthrinoïdes, la seule classe 

d’insecticides actuellement utilisés dans les MII, continue de se répandre au niveau mondial (WHO 

2020). 

I.2.2. Organochlorés (DDT) 

Les organochlorés sont en majorités constitués de Dichloro-DiphénylTrichloroéthane ( 

DDT). Ils ont pour cible principale les canaux sodiques voltage dépendent (CNaVD) des insectes. 

Le mode d’action du DDT est ciblé sur le système nerveux central et périphérique, il y a ouverture 

des CNaVD car les DDT empêchent leur fermeture. Ce processus entraine un déséquilibre ou une 

perturbation ionique entre l’intérieur et l’extérieur de la membrane. Il en résulte donc une 

perturbation de la transmission de l’influx nerveux à travers le nerf, provoquant ainsi un effet de 

choc ou «knockdown» suivi d’une paralysie qui entraine la mort de l’insecte (Davies et al. 2007). 

I.2.3. Organophosphorés 

Ce sont les dérivés de l’acide phosphorique : le malathion, le fénitrothion, et le 

pirimiphosméthyl et sont les plus utilisés en santé publique pour les aspersions intra-domiciliaires. 

Ils ont pour cible l’acétylcholinestérase dont ils inhibent l’activité (S. Lee and Barron 2016). 

L’acétylcholinestérase dégrade l’acétylcholine en choline et en acétyle. L’acétylcholine agit 

comme neuromédiateur des synapses cholinergiques situées dans le système nerveux central de 

l’insecte ce processus se passe lors de la transmission de l’influx nerveux. Selon la littérature il est 
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prouvé que la fixation des organophosphorés sur l’enzyme provoque l’accumulation du 

neuromédiateur dans l’espace synaptique. Cette accumulation conduit à une paralysie et à la mort 

de l’insecte car le récepteur de l’acétylcholine est resté ouvert. (Carnevale et al. 2009) 

I.2.4. Carbamates 

Les carbamates sont les dérivés de l’acide carbamique. Ce sont les moins persistants dans la 

nature et les plus biodégradables. Le bendiocarbe et le propoxure sont les insecticides les plus 

courants, et sont utilisés en aspersion intra-domiciliaires pour lutter contre le paludisme (Carnevale 

et al. 2009). Ces insecticides sont des inhibiteurs de l’acétylcholinestérase avec un processus 

d’action pareil à celui des organophosphorés. La résistance au carbamate peut également être 

conférée par un mécanisme de résistance au site cible avec des mutations sur le gène Ace-1 qui 

induisent habituellement une résistance aux insecticides organophosphorés (Hemingway and 

Ranson 2000). 

I.2.5. Pyrroles 

Les pyrroles sont une classe relativement nouvelle de produits chimiques de lutte contre les 

nuisibles qui permettent de traiter efficacement un large éventail d'infestations d'insectes. Il est un 

composé chimique organique utilisé comme ingrédient actif dans de nombreux produits 

antiparasitaires courants. Cette substance a été développée pour répondre aux infestations 

d'insectes qui commençaient à résister aux pyréthroïdes, une classe de produits chimiques qui 

imitent les effets des pyréthrines naturelles. Ils sont généralement plus efficaces lorsqu'ils sont 

combinés à d'autres ingrédients chimiques actifs. Le chlorfénapyr est la seule substance active 

actuellement disponible dans le commerce qui soit classée parmi les pyrroles. Il agit en perturbant 

la capacité des insectes à produire de l'énergie dans leurs mitochondries. Le manque d'énergie 

nouvelle empêche l'insecte d'accomplir des fonctions cruciales telles que se nourrir, se déplacer et 

se toiletter, et il finit par mourir. En fait, le composé pyrrole utilise le métabolisme de l'insecte 

contre lui, ce qui entraîne son autodestruction une fois que la substance s'est répandue dans son 

corps. 

I.2.6. Néonicotinoïdes 

 Les néonicotinoïdes représentent une classe de produits chimiques conçus pour imiter les 

propriétés de la nicotine, un produit chimique qui crée une dépendance. En fait, le terme 

néonicotinoïde signifie littéralement "nouvel insecticide semblable à la nicotine". Parmi les 
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ingrédients actifs néonicotinoïdes les plus populaires, citons : l'acétamipride, le dinotéfurane, 

l'imidaclopride, le thiaméthoaxam et d'autres encore… Ils se comportent comme la nicotine, en 

agissant sur le système nerveux central de l'insecte cible, en se liant aux cellules nerveuses et en 

provoquant une surstimulation et une perturbation. Les insectes exposés aux néonicotinoïdes 

présentent des symptômes de spasmes et de perte de contrôle des fonctions corporelles, de 

paralysie et finalement de mort. 

I.3. Mécanismes de résistance des vecteurs de paludisme aux insecticides 

Les études aux laboratoires ont permis de montré que la résistance aux insecticides 

observées dans de nombreuses populations de vecteur de paludisme peuvent être dues à plusieurs 

mécanismes (Low et al. 2013; Riveron et al. 2013), parmi lesquels la détoxification naturelle des 

insecticides par les enzymes ou alors à une mutation de la cible de l’insecticide. Chacun de ses 

mécanismes est contrôlé par au moins un gène qui peut présenter différents allèles (A. Enayati and 

Hemingway 2010). De façon générale, ces différents mécanismes sont regroupés en quatre grandes 

catégories. 

 

Figure 4 : Schémas illustrant les mécanismes impliqués dans la résistance aux insecticides. 

(Source : Corbel et N’Guessan, 2013.) 

I.3.1. Résistance comportementale 

La résistance comportementale est l’un des mécanismes les plus difficile à élucidé, car son 

mécanisme n’est pas encore réellement démontré par rapport aux autres mécanismes de résistance 

(Djogbénou et al. 2009). Elle repose sur le fait que lorsque le moustique ressent la présence de 
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l’insecticide, il change immédiatement son comportement lui évitant donc tout contact avec la 

molécule de l’insecticide. 

I.3.2. Résistance cuticulaire 

On parle de résistance cuticulaire lorsqu’il y a modification chimique de la cuticule de 

l’insecte entraînant une diminution de la pénétration de l’insecticide dans l’organisme et 

aboutissant à la survie des individus. La cuticule possède des propriétés physico-chimiques très 

particulières, car c’est un milieu biologique très complexe ayant notamment une très forte 

lipophilie. Les caractéristiques de cette résistance font d’elle un important acteur dans la résistance 

aux insecticides chimiques. De ce fait, une étude des mesures par microscopie à balayage 

électronique a montré une plus grande épaisseur de cuticule chez une souche d’An. funestus s.l  

résistante aux pyréthrinoïdes comparée à une souche sensible (Wood et al. 2010). 

I.3.3. Résistance par modification de la cible de l’insecticide 

Ce mécanisme est très répandu chez les insectes. Il repose sur les modifications de la 

conformation de la protéine cible de l’insecticide, ce qui entraine ainsi une réduction de la capacité 

de fixation de ce dernier ainsi que son effet. Les principales cibles des insecticides sont des 

récepteurs ou des enzymes du système nerveux tel le récepteur à l’acétylcholinestérase (AChE) 

(responsable de la résistance aux organophosphates et aux carbamates), le récepteur au canal 

sodium voltage dépendant (CNaVdp) (responsable de la résistance aux organochlorés et aux 

pyréthrinoïdes encore appelé résistance knock-down), le récepteur de l’acide gamma-

aminobutyrique (GABA) (responsable de la résistance à la dieldrine) (A. Enayati and Hemingway 

2010; Hemingway and Ranson 2000). Ces trois cibles réagissent de manière spécifique à ces 

insecticides et ainsi qu’a lieu d’action. 

- Le récepteur à l’Acétylcholinestérase 

L’acétylcholinestérase est une enzyme qui hydrolyse l’acétylcholine dans le but de stopper 

la transmission synaptique et régler la concentration de ce neurotransmetteur dans la synapse 

cholinergique. Cette molécule est la cible des organophosphorés et des carbamates. Grace aux sites 

actifs de l’acétylcholinestérase (site anionique et la triade catalytique Ser-His-Glu) il y aura 

réaction avec l’acétylcholine qui va subir une hydrolyse. Ce qui va induire la libération de la 

choline et un intermédiaire acétyle-enzyme sera formé (Soreq and Seidman 2001). Les moustiques 

ont développé une résistance aux insecticides organophosphorés et carbamates grâce à la mutation 
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rencontrée chez l’acétylcholinestérase (Ibrahim et al. 2016; Weill et al. 2003). Deux anophèles 

majeurs du paludisme ont ce type de résistance aux insecticides (An gambiae s.l et An. funestus 

s.l). En ce qui concerne An. gambiae s.l, cette mutation est due à une substitution glycine-sérine 

(G119S), signalée en Afrique de l’Ouest (Weill et al., 2003). Cette même mutation a également 

été détectée chez Culex pipiens (Bonning et al. 1991; Low et al. 2013). D’après des études 

antérieures la mutation G119S n’a pas été trouvée chez An. funestus s.l (Cuamba et al. 2010) ni 

chez Aedes aegypti (Vontas et al. 2012). Toutefois des études récentes menées pas Ibrahim et 

collaborateurs ont prouvé la présence d’une mutation à la position 485 du gène ACE 1, où l’on 

observe un changement d’asparagine à isoleucine (N485I) qui a été décrite en 2016 chez An. 

funestus s.s (Ibrahim et al. 2016). 

- Le récepteur au canal sodium voltage dépendant (CNaVdp) : résistance kdr 

Le canal sodium voltage-dépendant est la cible des pyréthrinoïdes et de certains 

organochlorés en particulier le DDT. Son but est de propager les potentiels d’action dans les 

cellules neuronales chez les vertébrés et les invertébrés. Chez les insectes, les pyréthrinoïdes et les 

DDT provoquent des actions successives à savoir : des mouvements de convulsion suivie de 

paralysie puis la mort. Ces insecticides se fixent préférentiellement sur le canal sodium ouvert qui 

se trouvent au niveau moléculaire. Cette fixation va alors ralentir la fermeture du canal préservant 

ainsi le passage d’ions Na+ au travers de la membrane (Davies et al. 2007). C’est ainsi que l’effet 

paralysant chez l’insecte qui a été produit est appelé effet knock-down (kd = assommer les 

moustiques). Il a été montré que les mutations au niveau du canal sodium sont à l’origine de la 

résistance du type knock-down dit « kd » (Hemingway et al. 2004).  

Il existe deux principales mutations de type kd. La mutation la plus courante est celle 

rencontrée chez An. gambiae d’Afrique de l’Ouest. Ici, on observe à la position 1014 du gène, un 

changement de la leucine par la phénylalanine (L1014F) qui est due à une résistance de grande 

intensité au DDT, à la perméthrine et également à une résistance croisée à tous les pyréthrinoïdes 

(Martinez Torres et al., 1998). Une autre mutation est encore observée au niveau du même codon 

dans ce cas il y a un remplacement de la leucine plutôt par la sérine (L1014S), cette mutation est 

rencontrée chez An. gambiae et An. arabiensis qui ont été résistant à la perméthrine dans une étude 

menée au Kenya (Ranson et al. 2000). Dans le cas d’An. funestus on ne note encore aucune 

présence de ''kd'' selon les études passées effectuées (Irving and Wondji 2017; Riveron et al. 2013; 

Wondji et al. 2011). 
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- Le récepteur de l’acide gamma-aminobutyrique (GABA) 

Le récepteur du canal GABA est la cible des phénylpyrazoles et de certains organochlorés 

(cyclodiènes). Le GABA est la cible principale des neurotransmetteurs inhibiteurs et il joue un rôle 

critique dans la régulation de l’activité neuronale (hyperpolarisation membranaire) chez les 

vertébrés et les invertébrés. Les récepteurs des insecticides ont une composition en sous-unités très 

inconnues pour l’instant. De nos jours trois sous-unités ont été clonées chez Drosophila 

melanogaster, il s’agit de RDL (résistance à la dieldrine), GRD (GABA et le récepteur de liaison 

glycine de Drosophila) et LCCH3 (Ligand-gated Chloride Channel Homologue 3) (Hosie et al. 

2001). Pour le récepteur de l’acide gamma 15 aminobutyrique, une mutation au niveau du codon 

296 du gène GABA a été observée avec remplacement de l’alanine par la glycine (A296G) (Rauh 

et al. 1997) qui est responsable de la résistance à la dieldrine chez An. gambiae (BROOKE et al. 

2006). On observe aussi une résistance similaire chez An. funestus et An. arabiensis sur le même 

récepteur avec plutôt un changement d’alanine à sérine (A296S) (Du et al. 2005; Wondji et al. 

2011). 

I.4.4. La résistance métabolique 

Chez le moustique, les insecticides subissent un processus de biotransformation en 

composés hydrophiles facilement excrétables. La phase I de ce processus de détoxification inactive 

les xénobiotiques par réactions d’oxydation, d’hydrolyse ou encore de réduction. Afin de favoriser 

leur excrétion, la phase II conjugue les métabolites issus de la phase I avec des substrats 

hydrophiles endogènes. Une augmentation de la métabolisation, soit par surproduction d’enzymes 

de détoxication, soit par une affinité accrue de l’enzyme pour son substrat, aboutit à une efficacité 

amoindrie de l’insecticide. Il s’agit là du principal mécanisme de résistance décrit chez le 

moustique anophèle. Trois superfamilles d’enzymes sont classiquement impliquées dans ces 

processus de résistance métabolique par désintoxication : les carboxylestérases (COEs), la super 

famille des cytochromes P450 et les glutathion-S-transférases (GST) (Hemingway et al. 2004; 

Rubert et al. 2016). Ces enzymes ont été identifiées chez plusieurs insectes comme responsables 

de la résistance aux insecticides par l’intermédiaire de trois mécanismes distincts : l’amplification 

de gènes, la surexpression de gènes et des mutations adaptatrices dans la séquence codante des 

gènes (Rubert et al. 2016). 
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- Les monooxygénases à Cytochrome P450 (CYP450) 

Les monooxygénases sont des molécules impliquées dans l’oxydation d’un nombre élevé de 

xénobiotiques, ils ont pour but générale de les rendre moins toxiques en augmentant leur solubilité 

dans l’eau et en facilitant ainsi leur élimination dans l’organisme. Les monooxygénases à 

cytochromes P450s sont principalement impliqués dans la résistance aux pyréthrinoïdes. C’est 

ainsi qu’on les retrouve chez certains moustiques tels qu’An. funestus s.l et An. gambiae s.l. Chez 

An. funestus s.s on note une résistance aux pyréthrinoïdes dans la région du Mozambique et du 

Malawi, qui est principalement associée à deux gènes du cytochrome P450 dupliqués CYP6P9 et 

CYP6P4 (Riveron et al. 2013). Deux autres gènes, le CYP6P3 et le CYP6M2 sont aussi associés 

à la résistance aux pyréthrinoïdes mais chez An. gambiae au Benin et au Nigeria (Djouaka et al. 

2008). 

- Les Carboxylestérases (COEs) 

Les carboxylestérases sont des enzymes impliquées dans la détoxification qui ont pour rôle 

d’hydrolyser les liaisons esters en permettant la libération d’un alcool et d’un acide carboxylique. 

Elles ont la possibilité de métaboliser plusieurs molécules car possèdent une faible spécificité de 

substrat.  Les carboxylestérases sont des enzymes ubiquitaires impliquées dans le métabolisme de 

nombreux composés endogènes et exogènes (Montella, Schama, and Valle 2012). Plusieurs 

insecticides comme les organophosphorés ou les carbamates possèdent des liaisons esters 

susceptibles d’être hydrolysées par les carboxylestérases. En effet, chez de nombreux insectes, ces 

enzymes ont été identifiés comme responsables de la résistance aux insecticides (Xianchun Li, 

Schuler, and Berenbaum 2007). Cette résistance peut être due à trois mécanismes distincts à savoir 

: l’amplification des gènes, la surexpression de gènes et des mutations dans la séquence codante 

des gènes. Les carboxylestérases ont un rôle très important dans le métabolisme des 

organophosphorés, des carbamates et des pyréthrinoïdes dont ils dégradent rapidement les 

isomères trans (Hemingway et al. 2004). Chez les moustiques Culex et Myzus persicae, ce 

mécanisme de résistance a été largement étudié. Et chez ceux du genre Anopheles et Aedes le 

mécanisme est très connu et étudié (Hemingway et al. 2004). 

- Les glutathions S-transférases (GSTs) 

Les glutathions S-transférases représentent une superfamille d’enzymes 

multifonctionnelles et activent durant le métabolisme des xénobiotiques. Ces protéines sont 
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retrouvées chez les vertébrés comme chez les invertébrés et sont principalement localisées au 

niveau de cytosol. Elles sont impliquées dans le transport intracellulaire et la biosynthèse 

d’hormone qui joue un rôle protecteur contre le stress oxydatif (A. A. Enayati, Ranson, and 

Hemingway 2005). Les GSTs sont principalement impliquées dans la résistance au DDT 

(Hemingway and Ranson 2000). Chez An. funestus dans plusieurs pays d’Afrique, les GSTs ont 

été associées à la résistance au DDT par la mutation présente sur le gène GSTe2 (L119F) (Riveron, 

Yunta, et al. 2014). On a aussi enregistré une résistance aux pyréthrinoïdes au Benin et au 

Cameroun qui est due à la présence de ces GSTs (Riveron, Yunta, et al. 2014) et à la résistance 

aux organophosphates (Hemingway et al. 2004). 

- UDP-glycosyltransférases (UGT) 

Les UDP-glycosyl transférases (UGT) constituent une importante superfamille d'enzymes 

de biotransformation et ont été trouvées dans tous les organismes vivants, y compris les virus, les 

bactéries, les champignons, les plantes et les animaux. Elles catalysent le transfert (l'addition) de 

groupes glycosyl d'un donneur de sucre activé à une variété de produits chimiques hydrophobes 

nocifs, de métabolites endo- et xénobiotiques, générant des produits hydrosolubles qui peuvent 

être excrétés efficacement, ce qui entraîne la détoxification et l'élimination de leurs substrats ; ils 

interviennent dans plusieurs processus physiologiques, notamment la détoxification, l'olfaction, la 

formation de la cuticule et la pigmentation. Les fonctions des UGT dans la détoxification des 

substances de défense de la plante hôte ont été signalées chez de nombreux insectes, notamment 

chez les lépidoptères tels que Manduca sexta, la pyrale du maïs Ostrinia furnacalis, Helicoverpa 

armigera, H. assulta, H. zea et Heliothis virescens, ainsi que Spodoptera littoralis. (Xiuxia Li et 

al. 2017). Ils peuvent métaboliser non seulement des endo-métabolites et des métabolites 

secondaires défensifs des plantes, mais aussi les insecticides. Sur la base de leurs fonctions 

puissantes dans le métabolisme des produits phytochimiques, on suppose que les UGT des insectes 

sont impliquées dans la détoxification des insecticides, et par conséquent dans le développement 

de la résistance aux insecticides. En fait, il y a quatre décennies, Bull et Whitten ont documenté 

l'implication d'une conjugaison glucosidique accrue dans la résistance au méthyl parathion chez 

les tordeuses du tabac H. virescens (Bull and Whitten 1972) et il y a 10 ans, Lee et collaborateurs 

ont apporté la preuve d'une résistance métabolique basée sur l'UGT à un autre insecticide 

organophosphoré, le pyraclofos, chez la mouche domestique Musca domestica (J.-Y. Lee et al. 

2006). Une étude menée en 2019 a décrit une famille et des mutations des UGTs potentiellement 
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impliquées dans la résistance aux pyréthrinoïdes chez An. sinensis, et jette une base importante 

pour mieux comprendre et poursuivre les recherches sur la fonction UGT dans la défense contre 

le stress des insecticides (Zhou et al. 2019). Des études récentes menées en 2021 ont mis en 

évidence la surexpression de certains UDP Glycosyl transférases chez An. gambiae et An. funestus 

à l’instar de Afun011266 et Afun004354 (Kouamo et al. 2021; Wondji et al. 2022), cependant, 

leur rôle dans la résistance aux insecticides n’a toujours pas été clairement élucidé. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE II : MATERIELS ET METHODES 

 

 



20 

II.1. Description du site d’étude et collecte des échantillons 

II.1.1. Description du site d’étude 

Cette étude a été réalisée en mars 2020 à Mibellon (6°46′N, 11°70′E), un village du 

Cameroun située dans la région de l'Adamaoua, dans le département de Mayo-Banyo et ayant pour 

chef-lieu l'arrondissement de Bankim. La région de l'Adamaoua est située dans la zone 

montagneuse formant une transition entre le sud forestier du Cameroun et le nord de la savane. 

Mibellon est situé dans la commune de Bankim, à proximité de plans d'eau permanents, dont un 

lac et des marécages qui constituent des sites de reproduction appropriés pour les moustiques. Les 

activités humaines sont principalement la pêche, la chasse et l'agriculture de subsistance, y compris 

les plantations de maïs, de pastèques et de café. Une enquête menée dans la région a révélé une 

forte utilisation d'insecticides dans les plantations de café et de pastèques. Ces insecticides sont 

principalement des pyréthroïdes, des néonicotinoïdes et des carbamates. 

La Commune de Bankim fait partie des 03 Communes que compte le département de Mayo-

Banyo : est limitée au Nord, par la Commune de Mayo-Darlé. A l’Est, par les communes de 

Ngambé Tikar et de Yoko dans la région du Centre. Au Sud, par la Commune de Magba dans la 

région de l’Ouest avec limite sur le fleuve Mapé. A l’Ouest, par la commune de Nwa dans la région 

du Nord-ouest, et par la République Fédérale du Nigéria (limite sur le mont Mambila sur une 

distance de 35 km). Mibellon est situé à environ 463,6km de Yaoundé en passant par la nationale 

N15 (région de l’Ouest). La commune de Bankim compte environ 101.551 habitants dont 550 à 

1800 habitants pour Mibellon d’après le dernier recensement en 2014. Elle est composée de 

plusieurs groupes ethniques. Bankim est caractérisé par un Le climat est de type tropical humide, 

il a les caractéristiques suivantes : Zone de basse altitude variant de 500 à 800 m, la Commune de 

Bankim présente dans sa majeure partie, un climat de type équatorial humide et chaud, avec des 

températures moyennes de l’ordre de 23°c. On note principalement une saison pluvieuse qui va de 

mi-mars à mi-novembre (soit sur 08 mois), et une saison sèche de mi-novembre à mi-mars.  

Les sols de la Commune de Bankim sont pour l’essentiel des sols ferralitiques et hydro 

morphes, même si quelques nuances sont observées d’une zone à l’autre (Des sols limoneux argilo 

sableux dans les zones de bas fond, des sols latéritiques bruns dans les zones de savanes 

disséminées et des sols ferralitiques humifères sombres dans les zones des galeries forestières). Le 

réseau hydrographique de la Commune de Bankim est constitué principalement de deux fleuves 

dont le Mbam qui longe toute la limite Est de la Commune et qui fait office de limite avec la zone 

https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9gion_de_l%27Adamaoua
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mayo-Banyo
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de Ngambé Tikar, et la Mapé qui fait office de limite avec la zone de Magba, il existe plusieurs 

rivières qui sont tous affluents de ces deux fleuves, entre autres le KWI ; le NGOUM ; le NGWIN ; 

le NGI ; le DJWAKAR et leurs affluents. La Zone de transition entre la forêt et la savane, et donc 

à écologie fragile, la Commune de Bankim présente des galeries forestières principalement le long 

des cours d’eau, et des savanes arborées et arbustives dans sa majeure partie. (Commune de 

Bankim 2015). 

Cette commune a fait l’objet de notre étude parce qu’il a été prouvé que le vecteur An. 

funestus est le principal vecteur de paludisme dans cette région pendant la saison sèche. Le village 

a bénéficié des campagnes de couverture universelle des MILDA ces dernières années plus 

précisément en 2016. La résistance aux insecticides a été reportée chez les principaux vecteurs du 

paludisme dans cette localité  

 

Figure 5 : Le site de collecte d’An. funestus à Mibellon (Bankim) 

(Source : Institut nationale de cartographie, 2019 modifié.) 

II.1.2. Collecte des échantillons et Identification morphologique 

Les moustiques adultes ont été collectés dans les maisons d’habitations chaque matin de 6 

à 11 heures à l'aide de l'aspirateur électrique Prokopack (John W Hook, Gainesville, FL, USA) 
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qu’on promène dans tous les coins des pièces de la maison (angle du mur, sous les meubles, sous 

le lit, sous la moustiquaire). Un consentement verbal a été donné par les propriétaires des maisons 

avant le début des collectes. Les moustiques ainsi collectés, ont été conservés dans des gobelets en 

papier munis d'un voile et placés dans une glacière recouverte d’une serviette humide. La totalité 

des échantillons collectés ont ensuite été transportés à l'insectarium du C.R.I.D à Yaoundé 

(Cameroun). Une fois à l’insectarium, une identification morphologique de quelques spécimens a 

été effectuée sous une loupe binoculaire à partir des clés spécifiques d’identification des Anophèles 

(Maureen Coetzee 2020). Les moustiques gravides (femelles gravides) ont 4 à 5 jours plus tard été 

incités à pondre des œufs en utilisant la méthode de ponte forcée. Dans cette méthode, chaque 

femelle gravide est placée dans un tube Eppendorf de 1,5mL contenant du coton humidifié et du 

papier filtre, pour des pontes individuelles. Les œufs obtenus ont été mis dans des gobelets en 

papier contenant de l'eau minérale pour qu'ils puissent éclore et les adultes ont été assommés et 

conservés à –20ºC dans des tubes Eppendorf 1,5mL contenant du Silica gel pour les tests futurs. 

Après l'éclosion, les larves ont été transférées dans des bacs d’élevage et nourris avec la 

TetraMinBaby® (aliment pour alevins) jusqu’à l’obtention des nymphes, ces derniers ont été triées 

quotidiennement puis placées dans des cages. Les femelles adultes de nouvelles générations (F1) 

ainsi obtenues ont été utilisées pour les tests de sensibilité aux pyréthrinoïdes après 2 à 5 jours 

d’existence. 

 

Figure 6 : Dispositif de collecte des moustiques adultes et collecte intradomiciliaire. 

(Source : photos prise sur le terrain, Mibellon, 2020) 
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II.2. Evaluation du profil de sensibilité des moustiques du genre An. funestus aux 

Pyréthrinoïdes 

Les tests de sensibilité aux pyréthrinoïdes ont été réalisés sur les moustiques adultes de la 

génération F1 âgés de 2-5 jours suivant le protocole de l’OMS (WHO 2016). Les insecticides testés 

comprenaient la Perméthrine (0,75% ; 3,75% et 7,5%), la Deltaméthrine (0,05% ; 0,25% et 0,5%). 

Les moustiques témoins ont été exposés aux papiers non imprégnés. Les taux de mortalité ont été 

déterminés 24h après exposition aux Pyréthrinoïdes. Les moustiques morts ont été transférés dans 

les tubes eppendorf 1,5mL contenants le Silica gel puis conservés à -20°C tandis que les survivants 

ont été conservés à -80ºC dans des tubes Eppendorf 1,5mL contenant du RNAlater. 

L’interprétation des résultats se fait comme décrit ci-dessous : 

- une mortalité ≥ 98% la population est dite sensible 

- une mortalité entre 90-97,99% résistance probable 

- une mortalité < 90% la population est dite résistante 

 

Figure 7 : Les différentes étapes dans la réalisation du test de sensibilité de l'OMS pour la 

concentration discriminante et celles correspondant à 5 et 10 fois cette concentration (WHO, 

2016) 
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II.3. Extraction des biomolécules 

II.3.1. Extraction de l’ADN 

Les échantillons de moustiques de la F0 ont été soumis à une extraction d’ADN en utilisant 

le protocole décrit par Livak, 1984 (composition du Livak pour 100mL est la suivante : 1,6mL de 

NaCl 5M ; 5,48g de sucrose ; 1,57g de Tris ; 10,16mL de EDTA 0,5M et de 2,5mL de SDS 20%). 

Le tampon Livak a été au préalable chauffé dans un bain-marie à 65°C. Les moustiques entiers ont 

été placés chacun dans un tube Eppendorf de 1,5mL étiqueté puis broyés dans 100μL de tampon 

Livak à l’aide des pilons à broyage stérile et d’un broyeur à moteur. Après une incubation à 65°C 

pendant 30minutes au bain-marie, suivi d’une brève micro-centrifugation (10 à 15sec) pour 

condenser le broyat, 14μL d’acétate de potassium 8M ont été ajouté à chaque échantillon puis 

mélangé à l’aide d’un vortex et incubé dans la glace pendant 30minutes. Les échantillons ont été 

ensuite centrifugés à 13500tr/min pendant 20minutes à 4°C pour séparer les débris cellulaires et 

les protéines dénaturées de l’ADN. Le surnageant de chaque tube a été transféré dans un nouveau 

tube eppendorf de 1,5mL étiqueté. A ce surnageant, 200μL d’éthanol absolu ont été ajoutés et 

homogénéisé à l’aide d’un vortex puis centrifugé à 13500tr/min pendant 15 minutes à 4°C afin de 

décanter les acides nucléiques des impuretés. Le surnageant a été éliminé et le culot a été lavé avec 

100μL d’éthanol 70% glacé. L’alcool a été entièrement retiré et les tubes laissés ouverts au séchage 

sur la paillasse pendant environ 1 heure afin d’éliminer l’alcool résiduel. L’ADN ainsi extrait a été 

reconstitué dans 100μL dH2O (Sigma Water), puis incubé à 65°C pendant 10minutes. La solution 

a été mélangée à l’aide du vortex puis la concentration en Acide nucléique a été mesurée à l’aide 

d’un Nanodrop (Thermo Scientificinc., Wilmington, USA). Les échantillons ont été ensuite 

conservés à -20°C pour analyses ultérieures. 

II.3.2. Extraction de l’ARN 

Trois pools de 10 moustiques de la F1 (résistants et control) ont été utilisés. Cinq groupes 

d’échantillons ont été constitués à savoir : Perméthrine résistants, Deltaméthrine résistants, control 

(les moustiques du terrain non exposés), Fang (souche sensible du laboratoire), Fumoz (souche 

résistante du laboratoire). L’extraction de l’ARN a été faite grâce au kit d’extraction Pico-pure 

suivant les instructions du fabricant. A cet effet l’extraction s’est faite en deux étapes : extraction 

puis isolation de l’ARN total. 
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3 reliquats de 10 moustiques ont été collectés et broyés à l’aide d’un pilon stérile et d’un 

broyeur à moteur dans des tubes Eppendorf de 1,5mL contenant 100μL du tampon d’extraction 

(XB). Toutes les étapes se faisant sur la glace, les échantillons ont été initialement incubés à 42°C 

pendant 30minutes. Pendant cette incubation, des colonnes de purification de l’ARN ont été 

préconditionnées en introduisant 250μL de tampon de conditionnement (CB) sur la membrane de 

la colonne puis portées en incubation à température ambiante pendant 5minutes, suivi d’une 

centrifugation des colonnes dans le tube collecteur fourni par le fabriquant à 16000rcf pendant 

1minute ensuite les tubes collecteurs ont été vidés. Dans le but de séparer le culot au surnageant, 

les échantillons ont été centrifugés à 14000rcf pendant 2minutes, puis le surnageant a été pipeté et 

introduit dans un nouveau tube à Eppendorf en se rassurant de ne transférer aucun débris. 

Par la suite 100μL d’éthanol 70% ont été introduits dans le surnageant et le mélange a été 

ensuite introduits dans la colonne de purification préconditionnée. Puis une première 

centrifugation de 2minutes à 100rcf a été faite, suivi immédiatement d’une seconde centrifugation 

à 16000rcf pendant 30secondes, le flux qui a traversé la membrane de purification a été éliminé. 

100μL de tampon de lavage 1 (W1) ont été introduits dans la colonne de purification suivi d’une 

centrifugation pendant 1minute à 8000rcf. Les échantillons ont ensuite subi un traitement à base 

de DNase. Pour cela 5μL de DNase est mélangé à 35μL de tampon RDD par inversion lente. La 

solution DNase ainsi obtenue (40μL) a été introduite dans la colonne de purification suivie d’une 

incubation pendant 15minutes à température ambiante. Par la suite, 40µL de tampon 1 (W1) ont 

été introduits à l’intérieur de chaque colonne de purification suivi d’une centrifugation à 8000rcf 

pendant 1minute. 100μL de tampon de lavage 2 (W2) ont été introduits dans la colonne de 

purification à deux reprises et centrifugé pendant 1minute à 8000rcf dans un premier temps, ensuite 

pendant 2minutes à 16.000rcf. La colonne de purification a été vérifiée pour s’assurer que le fluide 

a traversé la membrane et que ce dernier a été versé après chaque centrifugation. Elle est ré-

centrifugée à 16000rcf pendant 1minute et transférée dans un nouveau tube de micro-

centrifugation qui se trouve dans le kit. Enfin, 30μL de tampon d’élution ont été introduits 

délicatement sur la membrane de la colonne de purification. Une incubation de la colonne pendant 

1minute à température ambiante s’est faite, suivie d’une centrifugation pendant 1minute à 

16000rcf pour éluer l’ARN. L’ARN ainsi obtenu a été conservé à -80°C après lecture des 

différentes concentrations à l’aide d’un spectrophotomètre Nanodrop Lite pour analyses 

ultérieures. 
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II.3.3. Synthèse de l’ADNc 

Pour la synthèse de l’ADNc, 1000ng d’ARN ont été utilisés. Le calcul suivant a été effectué 

pour évaluer le volume d’ARN à utiliser pour la synthèse de l’ADNc : Volume 

d’RNA=1000ng/conc RNA puis, on ramène le volume à 8μL en ajoutant de l’eau moléculaire 

stérile. Pour une concentration de 347,5ng/μL, le volume à prélever a été de : 1000ng/347,5ng/μL 

= 2,8μL, puis on ajoute 5,2μL dH2O pour avoir un volume final = 8μL. 

Pour cette synthèse 1μL d’Oligo (dt) 20 (50 mM) a été utilisé : 8μL d’ARN + dH2O ; 3μL d’eau 

moléculaire stérile et 1μL de dNTPs (10 mM) pour un premier temps et le tout a été porté à 65°C 

pendant 5minutes. Par la suite un mix comprenant : 4μL de tampon de brin 5x ; 1μL de DTT 0,1M ; 

1μL de « RNase Out » et 1,5μL de "Superscript III RT" a été préparé, puis mélangé avec la 

première solution. A la fin une solution ayant un volume de 20,5μL a été obtenue et introduit dans 

un thermocycleur (GeneTouch Bioer) avec les conditions suivantes : 25°C→5min ; 

50°C→60min ; 70°C→15min. 

A la fin du cycle, les échantillons ont été retirés du thermocycleur et 1μL de RNase H (E-

Coli) y a été ajouté et le tout incubé à 37°C pendant 20minutes, pour éliminer toute possibilité de 

présence d’ARN dans le milieu. L’ADNc obtenu a été conservé à -20ºC pour analyse ultérieure. 

II.4. Identification moléculaire des moustiques du genre An. funestus 

➢ Réaction de polymérisation en chaine (PCR) 

Elle est une technique d’amplification enzymatique permettant d’obtenir un grand nombre 

de copies identiques d’un fragment d’ADN. Afin de différencier l’espèce du groupe à partir de 

biomolécules d’ADN des moustiques de F0 obtenu précédemment, nous avons réalisé un Cocktail 

PCR d’identification d’espèce.  

L’ADN extraite a été amplifié à l’aide d’un thermocycle (GeneTouch Bioer) en utilisant 

une multitude d’amorces : l’amorce sens UV : TGTGAACTGCAGGACACAT et les amorces 

antisens, FUN : GCATCGATGGGTTAATCATG ; PAR : TGCGGTCCCAAGCTAGGTTC ; 

RIV : CAAGCCGTTCGACCCTGATT ; VAN : TGTCGACTTGGTAGCCGAAC ; LEES : 

TACACGGGCGCCATGTAGTT ; d’une enzyme polymérase « Kapa taq » ; des nucléotides 

libres (dNTPs) ; d’un activateur d’enzyme Mgcl2 et de l’eau moléculaire (Koekemoer et al. 2002). 

Le mélange d’amplification contenait 1,5μL de tampon A 10x, 0,12μL de dNTPs 25mM ; 

0,9μL de Mgcl2 ; 0,51μL d’amorces sens et antisens ; 7,79μL dH2O (Sigma Water), et 0,12μL 

d’enzyme polymérase « Kapa Taq ». A l’intérieur de chaque tube PCR 1μL d’ADN y a été 
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introduit. Les conditions d’amplification de la PCR sont une dénaturation initiale de 2minutes à 

94°C, suivie de 35cycles d’amplification (dénaturation : 30secondes à 94°C, hybridation : 

30secondes à 45°C, extension : 40secondes à 72°C) et d’une extension finale de 5minutes à 72°C. 

➢ Electrophorèse  

L’électrophorèse est une technique permettant la séparation des molécules porteuses de 

charges électriques comme les acides aminés, les protéines, les acides nucléiques dont l’ADN. Son 

principe consiste à soumettre un mélange de molécules à un champ électrique créé par une tension 

continue, ce qui entraine la migration des molécules chargées. En fonction de différents paramètres 

(charges électrique totale, masse moléculaire, nature du support, conditions physico-chimiques), 

la vitesse de migration varie, les molécules de petites tailles se déplacent plus rapidement et 

migreront plus loin que celles de grandes tailles. 

Après PCR, les produits obtenus ont été séparés par électrophorèse sur gel d’agarose 2%, 

préparé en introduisant 2g de poudre d’agarose dans 100mL de solution tampon Tris-Acétate-

EDTA (tampon TAE) 1x. La solution a été portée à ébullition dans un four à micro-ondes pendant 

près 2minutes. Après refroidissement, 1μL de Midori Green (Bulldog Bio Inc., Hampshire UK) y 

a été ajouté et la solution a été coulée dans un moule d’électrophorèse muni de peignes pour former 

des puits. Après gélification, le gel a été transféré dans une cuve d’électrophorèse contenant le 

tampon TAE, 3μL de produit d’amplification ont été déposé dans les différents puits après avoir 

été mélangé à 1μL de tampon de charge (composé : de bleu bromophénol ; de xylène cyanol ; 

EDTA pH 7,6 et de glycérol) qui permet d’une part de densifier les amplicons et les entrainer au 

fond des puits et d’autre part, de suivre la migration. Un marqueur de poids moléculaire (100kb ou 

Ladder IV) a été introduit dans l’un des puits du gel pour une estimation de la taille des différentes 

bandes. 

L’électrophorèse s’est déroulée sous une tension de 150volts à 300mA pendant environ 

35minutes. La fin de la migration, les produits de PCR ont été visualisés à l’aide du système de 

documentation Enduro TM GDS G-Box sous lumière ultraviolette pour la détection des différentes 

bandes. 

II.5. Evaluation du niveau d’expression des gènes candidats de résistance métabolique par 

(RT-qPCR) 

Un ensemble de 5 dilutions successives au 1/5ième à partir du stock d’ADNc original a été 

fait (dilution 1 au 5ième ; dilution 2 au 25ième ; dilution 3 au 125ième ; dilution au 625ième ; dilution 
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5 au 3125ième). Pour cette manipulation, la dilution 2 au 1/25ième (10μL dilution 1 plus 40μL 

ddH2O) qui est celle choisie en fonction de la courbe standard d’étalonnage réalisée et l’évaluation 

des gènes candidats a été faite en fonction des gènes de ménage (̎housekeeping genes ̎, gènes 

toujours exprimés chez An. funestus) RSP7 et Actine. Pour la préparation de la solution mix, 10μL 

de la solution de SYBR Green a été introduites dans un tube eppendorf 1,5mL contenant 0,6μL de 

paires d’amorces sens : qPCRUGT4354F : CCGATGGATGAAGCAATCTT ; 

qPCRUGT11266F : AAGCGTCACTCGAAACCAGT et antisens : qPCRUGT4354R : 

TTGTTTTCATTTTAGCCGAAGTT ; qPCRUGT11266R : GCCAATGGCCAATTACAATC à 

10mM et 7,8μl dH2O (Sigma Water). Du fait de la photosensibilité du SYBR Green, le mélange 

ainsi préparé a été posé sur de la glace à l’abri de la lumière. Dans chaque puits de la plaque 

d’Agilent Technologie et en fonction des amorces spécifiques, 9μL de la solution mix a été 

introduit et ensuite 1μL d’ADNc dilué a été ajouté. Par la suite une centrifugation de la plaque à 

3000tr/min pendant 1minute a été faite dans le but de faire descendre la solution réactionnelle au 

fond des tubes. 

La plateforme MxPro-MX3005P (Agilent®) a été utilisée pour la PCR en temps réel selon 

les conditions suivantes : une dénaturation initiale de 3minutes à 95°C, suivie de 40cycles 

d’amplification (dénaturation : 10secondes à 95°C, hybridation-extension : 10secondes à 60°C), 

le temps total de la manipulation est de 1h12min54sec. On sélectionne les puits et on les met en 

surbrillance en fonction des amorces (lors de la courbe standard ou lors de l’analyse des 

échantillons inconnus). 

NB : Tous les échantillons doivent être en réplica de trois, une seule dilution est utilisée 

pour tous les échantillons.  
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Figure 8 : Photographie d’une machine Agilent Technologies, Mx3005P 

(Source : photos prise au laboratoire, CRID, 2020) 

II.6. Analyse de la diversité génétique et recherche des potentiels marqueurs de résistance 

UGT Afun004354 aux Pyréthrinoïdes chez An. funestus s.s. 

II.6.1. Amplification et purification du gène UGT Afun004354  

II.6.1.1. Amplification du gène UGT Afun004354  

La réaction de polymérase en chaine ou ̎ Polymerase Chain Reaction ̎ (PCR) est une 

technique d’amplification d’une séquence d’acide nucléique. Elle consiste à réaliser une 

succession d’amplification d’une matrice d’acide nucléique. Dans la plupart des cas on utilise 

l’ADN polymérase, une enzyme capable de copier une séquence d’acide nucléique et par 

conséquent de créer les polymères. Pour cette amplification l’enzyme utilisée était Phusion Taq 

car il permet l’amplification des séquences longue riche en GC et possède une haute-fidélité. 

Le fragment d’ADN complémentaire du gène UGT Afun004354 qui contient la partie du 

codon a été amplifié à l’aide d’un thermocycleur (GeneTouch Bioer) en utilisant une paire 

d’amorces : amorce sens CdnaUGT4354F : ATGTGGTTGCGATTCGTTTT ; amorce antisens est 

CdnaUGT4354R : TTACGATCGTTTAGGTTTGG. Le mélange d’amplification contenait 3μL 

de tampon HF 5x qui permet d’améliorer les performances de l’ADN polymérase de "Phusion taq" 

sur certaines matrices difficiles ou longues, telles que les matrices riches ou celles présentant des 

structures secondaires complexes. Puis 0,12μL dNTPs 25mM ; 0,51μL d’amorces sens et antisens ; 

9,71μL dH2O (Sigma Water), et 0,12μL d’enzyme Phusion Taq. A l’intérieur de chaque tube 1μL 

d’ADNc y a été introduit. Les conditions d’amplification de la PCR sont une dénaturation initiale 
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de 1minute à 98°C, suivie de 35cycles d’amplification (dénaturation : 10secondes à 98°C, 

hybridation : 10secondes à 63°C, extension : 2minutes à 72°C) et d’une extension finale de 

10minutes à 72°C. Dans le but d’augmenter la quantité d’ADN produits. 

Les amplicons ainsi obtenus ont été séparés par électrophorèse comme ci-dessus, seul le marqueur 

de poids moléculaire était différent (1kb ou Ladder I). 

II.6.1.2. Purification du gène UGT Afun004354 par gel extraction (QIAGEN) 

Après amplification, une première électrophorèse a été faite dans le but d’identifier les 

bandes d’ADN correspondant au gène d’intérêt (UGT Afun004354). Une seconde électrophorèse 

avec la totalité du produit d’amplification a été effectuée, afin de concentrer l’amplicons comme 

décrit précédemment. 

Une fois la migration terminée, les bandes d’ADNc ont été excisées du gel d’agarose grâce 

à un scalpel. Les tranches de gel ont ensuite été introduites dans des tubes Eppendorfs 1,5mL 

étiquetés puis pesés. 3 volumes de tampon QG y ont été ajoutés dont le but est de dissoudre le gel 

(200mg de gel = 600μL de tampon) et ensuite incubée à 50°C pendant 10minutes jusqu’à ce que 

la tranche de gel soit complètement dissoute. Le contenu du tube est ensuite homogénéisé grâce 

au vortex toutes les 2 à 3minutes. Jusqu’à dissolution totale des tranches de gel montrant une 

coloration jaune. Un volume d’isopropanol a été ajouté à chaque échantillon et le tout a été 

homogénéisé. Une colonne de centrifugation QIAquick étiqueté identique à celles des tubes est 

introduite dans un tube collecteur fourni de 2mL. Les échantillons y ont été introduits dans le but 

de lier l’ADNc, suivi d’une centrifugation pendant 1minute. Le fluide contenu dans le tube 

collecteur a été versé et la colonne réintroduit dans le même tube collecteur. Pour des volumes 

d’échantillons avec une charge supérieure à 800μL, ils ont été essorés et appliqués à nouveau dans 

le vide. Puisque les échantillons étaient destinés au séquençage, 500μL de tampon QG ont encore 

été ajoutés à la colonne et centrifuger pendant 1minute. 

L’éluât contenu dans le collecteur a été vidé et 750μL de tampon PE ont été ajouté suivi 

d’une centrifugation pendant 1minute. Chaque colonne a été placée dans un nouveau tube 

d’Eppendorf 1,5mL et 30µL dH2O (Sigma water) ont été ajoutés au centre de la matrice de chaque 

colonne. Après une incubation 1minute à température ambiante (pour décoller l’ADNc de la 

membrane), l’élution a été faite par centrifugation pendant 1minute, les amplicons ont été conservé 



31 

à -20°C. Toutes les étapes de centrifugation ont été effectuées à 13000tr/min dans une 

centrifugeuse réfrigérante de table classique de marque (Labnet International, Inc.). 

II.6.2. Clonage du gène UGT Afun004354  

Le clonage est un ensemble de méthodes qui sont utilisées pour insérer un ADN recombinant dans 

un vecteur (porteur de molécules d’ADN), qui va répliquer de façon identique les fragments 

d’ADN recombinant dans un organisme hôtes. 

II.6.2.1. Préparation des cellules chimio-compétentes  

Les cellules bactériennes ont été striées sur une plaque LB agar avec ou sans antibiotiques 

en fonction de ce qui est recherché. Les cellules ont été mises dans un incubateur à 37°C toute la 

nuit (18h) dans le but de les laisser croître. Par la suite, 5 colonies ont été introduites chacune dans 

des tubes contenant 5mL du milieu LB (plus une sélection d’antibiotiques). Les cellules ont poussé 

à 37°C sous agitation à 225tr/min. La pré-culture a été diluée à OD600 = 0,5, puis 1mL de culture 

a été ajouté à 50mL de LB. Les cellules vont croitre à 37°C (225tr/min) jusqu’à ce que la OD600 

= 0,4 pendant environ 2 à 3heures. Les cellules ont été ensuite transférées dans les flacons tubes 

de 50mL et placée sur la glace pendant environ 20minutes, puis centrifugées à 4°C pendant 

10minutes à 5000tr/min. 

Pour le reste de la procédure, les cellules ont été transportées sur la glace et remises en 

suspension dans une chambre froide. Le surnageant a été éliminé et les cellules ont été remises en 

suspension dans 25mL de CaCl2 50mM froid, suivi d’une incubation sur la glace pendant 

20minutes. Les cellules ont été centrifugées pendant 10minutes à 5000tr/min à 4°C. Puis le 

surnageant a été éliminé et les cellules ont été remises en suspension par pipetage dans un tube 

1,5mL. Enfin, 50μL de cellules sont transférés dans les tubes Eppendorf de 1,5mL placés sur la 

glace. Puis stocker à -80°C, pour des analyses ultérieures. Tout au long du processus, les cellules 

ont été traitées avec précaution. Aucun tourbillon ou pipetage en excès n’a été effectué, en 

particulier lorsque les cellules ont été remises en suspension dans CaCl2 afin éviter la lyse des 

cellules qui aurait diminuée la quantité de cellules compétentes. 

II.6.2.2. Ligation de l’insert dans le vecteur PJET 1.2  

Après purification des amplicons et préparation des cellules compétentes, 5μL de tampon de 

réaction ont été introduit dans un tube à Eppendorf 1,5mL, ainsi que 5μL d’amplicons purs. 0,5μL 

de vecteur "Blunt PJET 1.2", dans lequel un amplicon va s’insérer pour le clonage, a ensuite été 
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ajouté. Ce vecteur contient un gène d’enzyme de restriction mortelle qui est perturbé par la liaison 

d’un insert dans le site de clonage. La conséquence ici est le fait que seules les cellules bactériennes 

contenant des plasmides recombinants seront capables de former des colonies sur le milieu de 

culture. Puis 0,5μL de "T4 ligase" a été ajouté permettant ainsi l’insertion de l’amplicon dans le 

vecteur. "L’ADN T4 ligase" catalyse la formation d’une liaison phosphodiester entre les extrémités 

5’-phosphate et 3’-hydroxyle juxtaposées entre l’amplicon et le vecteur. Il joint également des 

fragments d’ADN avec les extrémités terminales cohésives ou francs, mais n’a aucune activité sur 

les acides nucléiques simples brins. Enfin, les échantillons sont mélangés par un vortex, puis 

incubés à température ambiante pendant 30minutes dans le but de solidifier la liaison. 

II.6.2.3. Transformation dans la cellule bactérienne (E. Coli ) 

De la solution de ligature obtenue dans la précédente étape, 5μL ont été prélevés et introduit 

dans 50μL des cellules "DH5α", puis incubés sur la glace pendant 30minutes. Une fois l’incubation 

terminée, les échantillons ont été exposés à un choc thermique pendant 45secondes à 42°C, ce qui 

va permettre d’exercer une pression sur les cellules bactériennes et ainsi conduire à la rupture des 

parois afin de permettre au vecteur de traverser la paroi bactérienne et de s’insérer dans la bactérie. 

La cellule "DH5α" est la souche "E. coli" la plus fréquemment utilisée pour les applications de 

clonages de routine, elle permet aussi d’augmenter la stabilité et la qualité de l’ADN plasmique 

obtenu à partir de Miniprep (QIAGEN). 300μL de solution ̋ SOC media ̋ a été ajouté et laissé à 

température ambiante, puis incubé à 37°C pendant 1heure dans un incubateur agitant dans le but 

de laisser croitre les bactéries. Le "SOC media" a été utilisé dans l’étape finale de la transformation 

des cellules bactériennes pour obtenir une transformation maximale "d’E. coli". Sur le milieu 

"LB+AMP", 100mL de la solution obtenue est prélevée et ensemencée puis incuber à 37°C toute 

la nuit (18h). Le matin les colonies sont vérifiées dans le but de connaitre celles qui ont poussé. 

Ensuite quelques-unes d’entre elles ont été choisies et mélangées à 15μL dH2O (Sigma Water) 

dans des tubes PCR avec pour objectif de diluer et de vérifier qu’elles contiennent l’insert d’intérêt 

au travers d’une PCR. 

II.6.3. Selection des colonies positives  

Après 18h incubation, les colonies individuelles (5 colonies par milieu sur boite de Petri) 

ont été sélectionnées et diluer avec 15μL dH2O (Sigma Water) dans des tubes PCR 

individuellement. 
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Pour la préparation du mélange, 1,5μL de tampon A 10x a été introduit dans le tube 

Eppendorf 1,5mL, dans le but de mettre les enzymes de restrictions dans les conditions de réactions 

optimales. Puis 0,75μL de chlorure de magnésium (MgCl2) 25mM a été ajouté dans le but 

d’optimiser la concentration en ion Mg2+ lors de la PCR. Ensuite 0,12μL de dNTPs 25mM qui a 

pour but d’ajouter les nucléotides sur le fragment d’ADN et 0,4μL une paire d’amorces PJET750 

sens : CCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAA et antisens : 

TCCTGTCTCAGTTTCCTGAAGCTTGCTC à 10mM. L’enzyme "Kapa Taq" polymérase 

(Qiagen) qui a pour rôle d’améliorer la spécificité, la sensibilité et le rendement de la solution a 

été ajouté à un volume de 0,12μL, enfin 10,71μL dH2O (Sigma Water) y ont été introduits. Cette 

amplification se déroule comme la PCR normale décrite plus haut, juste les conditions qui 

changent : une dénaturation initiale de 3minutes à 95°C, suivie de 25cycles d’amplification 

(dénaturation : 30secondes à 94°C, hybridation : 30secondes à 60°C, extension : 2,5minutes à 

72°C) et d’une extension finale de 5minutes à 72°C. Dans le but d’augmenter la quantité d’ADN 

produits 

Le tout dans un thermocycleur (GeneTouch Bioer). Les produits d’amplification ont été 

séparés par électrophorèse sur un gel d’agarose 2% à 120volts pendant 30minutes. Les bandes du 

gène (1500bp) d’intérêt ont été purifiées pour séquençage. 

II.6.4. Purification des clones par Miniprep et Sequencage  

II.6.4.1. Purification des clones par Miniprep (QIAGEN KIT) 

Les clones portant l’ADN recombinant ont été sélectionnés pour purification. A cet effet 

5μL de chaque solution ont été introduites dans un tube contenant 50mL du milieu LB. Le mélange 

a été introduit dans un incubateur agitateur toute la nuit afin de laisser croître. Le lendemain matin, 

5mL des solutions positives (solution ayant montré une croissance de cellule) ont été prélevées et 

introduites dans des tubes. Puis centrifugés à 8000tr/min pendant 3minutes à température 

ambiante. Ensuite les cellules bactériennes contenues dans le culot ont été remises en suspension 

dans 250μL de tampon P1, la solution RNase A a été ajoutée, homogénéisée et le tout a été 

transféré dans un tube à centrifuger. 250µL de tampon P2 y a été ajouté et mélangé en inversant le 

tube 4 à 6 fois jusqu’à obtention d’une solution claire (Si vous utilisez le réactif LyseBlue, la 

solution deviendra bleue, ne laissez pas la réaction de lyse se poursuivre pendant plus de 5minutes). 

Le tampon N3 a été ajouté à un volume de 350μL et mélangé immédiatement et soigneusement en 
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inversant le tube 4 à 6 fois (la solution devient incolore si c’est le réactif LyseBlue). Il s’en suit 

une centrifugation pendant 10minutes à 13000tr/min dans une micro-centrifugeuse de table. Le 

surnageant obtenu précédemment a été prélevé et introduite dans une colonne de centrifugation 

QIAprep 2.0, puis centrifugé pendant 30-60secondes à 13000tr/min et l’éluât ayant traversé la 

membrane a été éliminé. La colonne a été ensuite lavée en ajoutant 0,75mL de tampon PE 

préalablement préparé par ajout de l’éthanol à 70°. Ensuite une centrifugation pendant 30-

60secondes à 13000tr/min et l’éluât ayant traversé la membrane a été éliminée. La colonne de 

centrifugation QIAprep 2.0 a été transférée dans le tube de collecte et centrifugé à nouveau pendant 

1minute à 13000tr/min pour éliminer le tampon de lavage résiduel. Puis la colonne a été placée 

dans un tube Eppendorf 1,5mL pour éluer l’ADNc. Au centre de la colonne, 30μL d’eau stérile 

moléculaire ont été ajoutés puis laissés reposer pendant 1minute à température ambiante et enfin 

centrifuger pendant 1minute à 13000tr/min, avec pour le but d’augmenter la concentration 

d’ADNc purifié. L’ADNc pure ainsi obtenu a été dilué à une concentration finale d’environ 

100ng/μL pour séquençage. 

II.6.3.2. Séquençage 

C’est un processus qui consiste à déterminer l’ordre d’enchainement des acides 

nucléotidiques pour un fragment d’ADN données. Les deux premières techniques de séquençage 

de l’ADN, celle de Maxam-Gilbert (Etats Unis) et de Frederick Sanger (Grande-Bretagne) ont été 

décrites en 1977 (Lamoril et al. 2008). Pour ce travail, les échantillons ont été envoyés en 

Allemagne à une compagnie de biologie moléculaire : « Microsynth Seqlab GmbH » pour être 

séquencés. 

II.6.5. Analyse de la diversité génétique  

Après obtention des séquences, l’analyse de la diversité génétique a été réalisé au travers 

des logiciels suivants : DnaSP v5.10.01 pour obtenir les données sur le nombre de sites 

polymorphes ou variables (s), les indices de diversité haplotypique (h et dh) et nucléotidique (π), 

le nombre moyen de différences nucléotidiques par séquence (k), les paramètres Tajima (D) ;Fu 

et Li (D*) (Kern and Begun 2005) et F (Ezawa, Landan, and Graur 2013) ; MEGA-X v7.0.21 pour 

la construction l’arbre phylogénétique (Kumar, Stecher, and Tamura 2016) et TCS v1.21 et tcsBU 

pour la construction du réseau haplotique (Clement, Posada, and Crandall 2000; Santos et al. 

2015). 
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II.6.6. Recherche des potentiels marqueurs de résistance de UGT AFUN004354 

Une fois les séquences obtenues, plusieurs analyses ont été faite dans le but de de visualiser, 

de corriger manuellement les séquences après une vérification du chromatogramme lorsque 

nécessaire pa r le Logiciel BioEdit v7.2.5. L’alignement des séquences utilisant l’outil ClustalW 

Multiple Alignement intégré dans BioEdit v 7.2.5.0 a été fait (Thompson, Higgins, and Gibson 

1994). La rechercher du polymorphisme dans Dnasp6.0, ainsi que dans BioEdit v 7.2.5.0 et la 

traduction des acides nucléiques en protéines dans BioEdit v 7.2.5.0 ont été réalisé pour détecter 

la présence de mutation dans le gène UGT Afun004354 ou toutes autres mutations potentiellement 

responsables de la résistance aux Pyréthrinoïdes chez les moustiques du genre An. funestus s.s l’un 

des vecteurs majeurs du paludisme au Cameroun. 

II.7. Exploitation et analyses des données 

II.7.1. Test de sensibilité aux Pyréthrinoides 

Les valeurs du taux de mortalité qui correspond à la proportion de moustiques morts au bout 

de 24 heures après exposition à l’insecticide ont été calculées à l’aide du tableur Excel 2007 suivant 

la formule si après et associé à une erreur standard. 

 

II.7.2. Analyse comparative du niveau  d’expression des gènes UGT Afun004354 et 

Afun011266 chez An.funestus 

L’analyse du niveau d’expression des gènes candidats et leurs potentiels rôles dans la 

résistance aux Pyréthrinoïdes a été réalisé grâce au logiciel MxPro-MX3005P (Agilent®). Pour 

cela nous avons mis en exergue le taux d’expression de certains gènes candidats de résistance chez 

An. funestus collectés dans la région de Mibellon et ceux du laboratoire (Fang et Fumoz). Le niveau 

de signification a été évalué en fonction de la valeur de P (0,05). 
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II.7.3. Etude de la diversité génétique du gène UGT Afun004354 chez les moustiques du genre 

An. funestus 

II.7.3.1. Analyse des paramètres de la variabilité génétique. 

Il s’agissait ici de déterminer la diversité génétique du gène UGT Afun004354 chez An. 

funestus s.s. A cet effet, une analyse plus approfondie des différentes portions du gène séquencé a 

été effectué en fonction des différents groupes d’échantillons. Pour chaque groupe, le nombre de 

sites polymorphes ou variables (s), les indices de diversité haplotypique (h et dh) et nucléotidique 

(π), le nombre moyen de différences nucléotidiques par séquence (k), les paramètres Tajima 

(D) ;Fu et Li (D*) (Kern and Begun 2005) et F (Ezawa, Landan, and Graur 2013) permettant 

d’estimer la variabilité génétique et la stabilité démographique de la population ont été calculés 

grâce au logiciel DnaSP v5.10.01 (Librado and Rozas 2009). 

 

 

II.7.3.2. Analyse de la distribution phylogénétique et haplotypique 

Les distances génétiques entre les haplotypes ont été estimées grâce au logiciel MEGA-X 

v7.0.21 (Kumar, Stecher, and Tamura 2016). Ce logiciel a également servi à la construction de 

l’arbre phylogénétique en utilisant la méthode du maximum de vrai semblance (Cho 2012). Les 

intervalles de confiance des associations entre haplotypes ont été calculés en utilisant la méthode 

«bootstraps» avec 1000 réplications (O’Meara 2012). Les logiciels d’estimation des 

cladogrammes TCS v1.21 et tcsBU (Clement, Posada, and Crandall 2000; Santos et al. 2015) ont 

permis d’élaborer le réseau d’haplotypes. 

II.7.4. Analyse du polymorphisme de UGT Afun004354 chez An. funestus s.s 

Une fois les séquences brutes obtenues, plusieurs analyses ont été faite dans le but de 

rechercher la sélection d'un allèle particulier. L’alignement des séquences utilisant l’outil ClustalW 

Multiple Alignment intégré dans BioEdit v 7.2.5.0 (Thompson, Higgins, and Gibson 1994), le 

polymorphisme dans Dnasp6.0 a été réalisés pour déterminer la présence de mutation dans le gène 

UGT Afun004354 ou toutes autres mutations potentiellement responsables de la résistance aux 

Pyréthrinoïdes chez An. funestus s.s l’un des vecteurs majeurs du paludisme au Cameroun. 
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III.1. RESULTATS 

III.1.1. Profil de sensibilité aux pyréthrinoïdes chez An. funestus s.s à Mibellon 

An. funestus s.s a été collecté à Mibellon et a montré une résistance aux pyréthrinoïdes de 

type I et II avec des taux de mortalité de 20,47 ± 6,86% et 19,44 ± 2,78% observé 24h après 

exposition respectivement pour la perméthrine 1x et la deltaméthrine 1x (Figure 9). Une forte 

résistance a également été observée aux pyréthrinoïdes de type I et II de concentrations élevées, 

avec des mortalités de 68,34 ± 2,62% et 83,41 ± 4,25% pour la perméthrine 5X et 10X, 53,68 ± 

8,22% et 89,75 ± 2,25% pour la deltaméthrine 5X et 10X (Figure 9). 

 

 

Figure 9 : Profil de sensibilité des pyréthrinoïdes chez Anophèles funestus s.s. de Mibellon. 

Légende : les différentes hauteurs du diagramme à barres représentent les taux de mortalité des 

moustiques exposés à différentes concentrations de Permétrine et Deltamétrine et les 

représentations graphiques observées au-dessus des hauteurs du diagramme indiquent l’erreur ou 

l’incertitude dans les mesures présentées. 

III.1.2. Identification moléculaire des espèces chez An. funestus à Mibellon 

L’identification moléculaire pour la confirmation de l’espèce a porté sur 110 échantillons 

d’An. funestus s.l. Tous les échantillons ont été amplifiés avec succès et les résultats ont montré 

qu’il s’agissait de 110 An. funestus s.s  dont 100% (Figure 10). 
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Figure 10 : Electrophorégramme montrant l’identification moléculaire chez An. funestus 

Légende : MM : Marqueur de poids moléculaire (Ladder IV) ; de 1 à13 échantillons testés avec 

une bande observée autour de 500 paires de base ; échantillons 14 est le contrôle positif avec une 

bande observée autour de 500 paires de base et le 15 est le contrôle négatif. 

III.1.3. Niveau d’expression des UGTs AFUN011266 et AFUN004354 

L’analyse du gène Afun004354 de la famille des UDP glycosyl transférases a montré qu’il 

est surexprimé chez les moustiques résistants aux Pyréthroïdes ; chez les groupes : control, 

Deltaméthrine vivant, Perméthrine vivant et Fumoz nous avons obtenu un taux de retranscription 

respectif de 4,83 ± 0,93 ; 5,79 ± 4,87 ; 10,39 ± 0,26 et 23,21 ± 0,65 (figure 11). Il a été aussi 

observé que ce gène a le taux de retranscription élevé chez Fumoz, suivie des moustiques résistants 

à Perméthrine par rapport au control donc la P-value est de 0.09 traduisant une induction de ce 

gène chez les moustiques de terrain. Tandis que le gène Afun011266 a des taux de retranscription 

presque inexistante chez tous les groupes testés. 
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Figure 11 : Résultats de la PCR quantitative montrant les gènes potentiellement impliqués dans 

la résistance aux pyréthrinoïdes. 

Légende : les différentes hauteurs du diagramme à barres représentent les taux de retranscription 

des 2 gènes UDP glycosyl transférases testées chez différents groupes de moustiques et donc le 

numéro d’accession ou d’ordre est Afun011266 et Afun004354. Et les représentations graphiques 

observées au-dessus des hauteurs du diagramme indiquent l’erreur ou l’incertitude dans les 

mesures présentées. 

III.1.4. Diversité génétique d’UGT AFUN004354 et potentiels marqueurs de résistance aux 

Pyréthrinoïdes chez An. funestus s.s 

III.1.4.1. Amplification de UGT Afun004354 chez An. funestus s.s 

Pour cette amplification, une paire d’amorces sens et antisens a été utilisée. L’amplification 

a été faite pour chaque échantillon selon différents groupes à savoir : Permétrine vivants, 

Deltamétrine vivants, souches de laboratoire Fumoz et Fang. La présence d’une bande à 1587 pb 

montre que l’amplification du gène Afun004354 était réussie, car c’est à cette taille qu’on 

s’attendait à voir les bandes d’amplification (Figure 12). 



40 

 

Figure 12 : Electrophorégramme d’amplification représentant la présence du gène Afun004354 

Légende : MM : Marqueur de poids moléculaire (Ladder I) ; de 1 à15 échantillons testés avec 

une bande observée au-dessus de 1500 paires de base et l’échantillon 16 est le contrôle négatif. 

III.1.4.2. Sélection des plasmides possédant les UGT AFUN004354 

Les produits de PCR qui sont obtenus par purification de l’ADN extrait du gel avaient des 

concentrations comprises 8,8 et 47,4ng/µL avec la majorité ayant une valeur supérieure à 20ng/µL, 

ces derniers sont insérés et liés dans le vecteur PJET1.2. Après clonage et PCR des colonies 

grattées à 10 colonies des différents groupes à savoir : Permétrine vivants, Deltamétrine vivants, 

souches de laboratoire Fumoz et Fang, les colonies possédantes le gène d’intérêt (1587pb) dans le 

vecteur (750pb) ont eu une taille d’environ 2400pb, celles qui n’avaient pas insérer le gène 

d’intérêt n’ont pas amplifiées (figure 13). 

 

Figure 13 : Electrophorégramme montrant les produits d’amplification du gène d’intérêt après 

clonage. 
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Légende : MM : Marqueur de poids moléculaire (Ladder I) ; de 1 à 36 échantillons testés avec 

une bande observée chez certains autour de 2500 paires de base et l’échantillon 37 est le contrôle 

négatif. 

III.1.4.3. Diversité génétique du gène UGT Afun004354 

➢ Diversité nucléotidique 

Sur 60 bonnes séquences obtenues, il a été dénombré au total 47 sites mutationnels (s) dans 

le gène. La diversité nucléotidique () est faible chez les souches de Laboratoire que chez celle du 

terrain. Globalement, le nombre de mutations qui entrainent un changement fonctionnel (NSyn) 

dans les séquences d’acides aminés produites s’est avéré presque identique aux changements de 

type non-fonctionnel (Syn) dans le gène, qui étaient non signifiant. Selon les résultats de Syn et 

de NSyn dans les groupes étudiés, nous contactons une grande diversité de ce gène. Le tableau 2 

ci-après représente les éléments de la diversité génétique des séquences du gène Afun004354 chez 

An. funestus s.s. en fonction du profil de résistance aux pyréthroïdes. 

Pour les tests D de Tajima et D* de Fu et Li dans la majorité des cas, les valeurs obtenues 

étaient négatives, ceci suggère une expansion démographique ou une augmentation des variantes 

haplotypiques dans la population d’étude, également un excès de mutations à faible fréquence 

(mutation récentes). Par ailleurs, la valeur positive de D et D* chez la souche de laboratoire Fang 

indique un excès de mutation à fréquence intermédiaire. Toutefois, les valeurs de D et de D* 

obtenues étaient statistiquement non significatives, ce qui laisse supposer que les changements 

observés sur ce gène peuvent être dus au hasard. Le rapport Ka/ks, nous montre des valeurs 

inférieures à 1, traduisant une sélection purificatrice ou stabilisatrice (agissant contre les 

changements). 
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Tableau 1 : paramètres génétiques de l'UDP Glycosyl transférase dans les populations étudiées 

Fragment complet séquencé (1497bp) 

Echantillons n S h Hd Syn Nsyn  D D* Ka ks Ka/ks 

FANG 10 7 7 0.911 4 3 0.00211 1.50834 1.38219 * 0.00104 0.00575 0.181 

FUMOZ 11 6 5 0.709 2 4 0.00085 -1.35867 -1.61683 0.00080 0.00100 0.8 

Mibellon control 

non-exposé 
12 20 12 1 10 10 0.00305 -1.18684 -1.23973 0.00196 0.00671 0.292 

Mibellon 

deltaméthrine 

exposé 

13 20 12 0.987 10 10 0.00385 -0.22724 -0.22630 0.00219 0.00944 0.271 

Mibellon 

perméthrine 

exposé 

13 17 10 0.949 9 8 0.00278 -0.82333 -0.78899 0.00172 0.00635 0.271 

Total 60 47 45 0.984 na na 0.00332 -1.65810 -1.66470    

Légende : N = nombre d’espèce séquencée ; S = nombre de sites de polymorphisme ; h = nombre d’haplotypes ; dh = diversité 

haplotypique ; Syn = mutations synonymes ; Nsyn = mutations non synonymes ;  = diversité nucléotidique ; D et D* = Statistiques 

Tajima et Fu et Li ; ns = non signifiant ; , ka and ks sont multipliés par 102, * = P < 0.05; * = P < 0.02 
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➢ Arbre de vraisemblance génétique 

L’analyse de l’arbre phylogénétique entre les différents haplotypes identifié n’a révélé 

aucun groupement particulier associé à un phénotype mais plutôt une grande diversité de ce gène. 

Un Bootstrap Consensus des séquences a été fait, en considérant les valeurs supérieures à 50, mais 

aucune différence significative n’a été observée entre les séquences (Figure 15). Cependant le 

schéma montre qu’il n’y a pas de regroupement spécifique en fonction des clades, ils ne sont pas 

regroupés entre famille donc il n’existe aucune différence significative. Par ailleurs les espèces 

Fang et Fumoz sont groupés séparément, l’espèce Fang se retrouve avec certaines souches control 

non exposées du terrain tandis que l’espèce Fumoz se regroupe en majorité entre elle et avec 

certaines souches résistantes du terrain (Deltaméthrine, Perméthrine). Quant aux souches de terrain 

(Perméthrine, Deltaméthrine et control non-exposé), elles sont très dispersées. 

 

Figure 14 : Arbre phylogénétique des haplotypes d’An. funestus s.s. construit à l’aide de la 

méthode du maximum de vraisemblance. 
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➢ Diversité haplotique 

L’analyse des réseaux d’haplotypes du gène Afun004354 en fonction de leurs profils de 

résistance montre que ce gène possède 45 haplotypes (h) avec une diversité haplotypique (dh) de 

0,984. Le nombre d’haplotype (h) est faible et pratiquement pareil chez les souches de laboratoire 

à savoir 7 et 5 (Fang et Fumoz) tant dis qu’il est élevé chez les souches de terrain respectivement 

10 et 12. Il existe un haplotype majeur observé chez Fumoz et Fang avec un haplotype partagé et 

des singletons révélant une diversité réduite dans les colonies de laboratoire. Les moustiques ayant 

survécus à la Deltaméthrine sont plus diversifié que les autres. Par ailleurs, aucun haplotype majeur 

n'a été observé dans les souches exposées (deltaméthrine et perméthrine) et non exposées (control), 

ce qui montre qu'aucun haplotype n'est sélectionné (Figure 16). 

 

Figure 15 : Réseau d’haplotypes du gène Afun004354 chez An. funestus s.s. à Mibellon 

III.1.4.4. Potentiels marqueurs de la résistance aux pyréthrinoïdes  

L’analyse de la traduction d’acides nucléiques montre plusieurs mutations d’acides aminés. 

Toutefois, ces changements bien que nombreux et non particulier à un groupe ne semblent pas être 

sélectionné et associé à la résistance aux pyréthrinoïdes (Tableau 2). 

 



45 

Tableau 2 : Changement des Acides aminés observé dans le gène Afun004354 

Position polymorphe 

   1 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3 5 

1 4 6 9 2 4 5 5 7 9 3 7 8 8 8 8 0 

2 3 8 0 2 8 2 8 2 0 8 9 0 1 4 6 0 

AFUN004354CDS M F H Q E Q I L I I V E F E A H V 

Af4354Fang R1-1 M F L Q E Q I L I I V K F E A H V 

Af4354Fang R2-5 M F H Q E Q I L I I V E F K A H V 

Af4354Fang R3-1 M F L Q E Q I L I I V K F E A H V 

Af4354Fang R3-5 M F H Q E Q I L I I V E F E A H V 

Af4354Fumoz R1-1 M F H Q E Q I L I I V E F E A H V 

Af4354Fumoz R1-2 M F H Q E Q I L I I V K F E A H V 

Af4354Fumoz R1-3 M L H Q E Q I L I I V E F E A H V 

Af4354Fumoz R2-4 M F H Q E Q I L I I V E F E A H M 

Af4354Fumoz R3-4 M F H Q E Q M L I I V E F K A H V 

Af4354Mib-Ctrl R1-1 M F H Q E Q I L I I V E F E A H V 

Af4354Mib-Ctrl R1-5 L F H L E Q I L I I V E F E A H V 

Af4354Mib-Ctrl R2-5 M L H Q E Q I L I I V E F K T H V 

Af4354Mib-Ctrl R3-4 M F H Q E H I L I I V K F E A H V 

Af4354Mib-Delta R1-2 M F H Q E Q I L I I V E F E A H V 

Af4354Mib-Delta R2-1 M L H Q E Q I L I I V E F K A H V 

Af4354Mib-Delta R2-2 M F H Q E Q I L I I V E F E A Q V 

Af4354Mib-Delta R2-3 M L H Q E Q I L V I V E F E A H V 

Af4354Mib-Perm R1-1 M F H Q E Q I L V I V K F E A H V 

Af4354Mib-Perm R1-3 M F H Q E Q I L I I V E F E A H V 

Af4354Mib-Perm R1-5 M F H Q K Q I L I I V E F E A H V 

Af4354Mib-Perm R2-2 M F H Q E Q I L I I V E F K A H V 

Légende : en lettre les différents acides aminés après traduction d’un codon : M : Méthionine ; F : 

Phénylalanine ; H : Histidine ; Q : Glutamine ; E : Acide glutamine ; I : Isoleucine ; L : Leucine ; 

V : Valine ; A : Alanine ; K : Lysine ; T : Thréonine. 

En jaune l’A.A est identique au codon référentiel et en bleu, l’A.A muté. 
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III.2. DISCUSSION 

La présente étude dans la localité de Mibellon, Cameroun a eu pour but de caractériser les 

gènes UDP-Glycosyl transférase chez Anopheles funestus s.s, un vecteur principal du paludisme 

et leur potentielle implication dans la résistance aux pyréthrinoïdes au Cameroun. De toutes les 

espèces du groupe An. funestus décrites dans la littérature, seule An. funestus s.s. a été présente 

dans ce site d’étude. Ces espèces sont bien connues de la faune anophélienne du Cameroun. Leur 

présence avait déjà été rapportée au cours des travaux antérieurs (Antonio-nkondjio et al. 2006; 

Cohuet et al. 2004). Ce résultat démontre une fois de plus que cette espèce a une vaste distribution 

géographique en zone de savane et également au Cameroun où elle est considérée comme vecteur 

majeur du paludisme (Cohuet et al. 2004). Toutefois l’on ne peut exclure la présence d’autres 

espèces du groupe An. funestus dans cette localité du fait que la collecte a été effectuée en saison 

sèche qui est une saison favorable au développement de ce dernier, néanmoins quelques spécimens 

d’An. gambiae ont également été retrouvés dans cette localité ce qui est en accord avec des études 

antérieurs (Menze et al. 2018b). En effet, la limitation du nombre de site sélectionnés et le type de 

collecte à savoir collecte intra-domiciliaire pourraient avoir empêché la détection des espèces 

exophiles du groupe et probablement d’autres espèces (M Coetzee and Fontenille 2004; Morgan 

et al. 2010). Ceci pourrait expliquer le nombre élevé d’An. funestus s.s. capturé dans cette étude. 

Dans le cadre de la mise au point des stratégies de lutte contre les vecteurs du paludisme 

au Cameroun, qui constitue une préoccupation majeure en santé publique. La résistance aux 

insecticides constitue un aspect majeur, préoccupant et très développé (Antonio-Nkondjio et al. 

2015; Josiane Etang et al. 2007; Menze et al. 2018b; 2016) car elle est une réelle menace des succès 

et stratégies misent en place dans la prévention contre le paludisme. N’ayant pas utilisé les 

synergies et les cônes tests par manque d’un nombre considérable de moustiques. Cette étude, avec 

des taux de mortalité à 83,41 ± 4,25 % pour perméthrine 10X et 89,75 ± 2,25 % pour Deltaméthrine 

10X, a prouvé un niveau élevé de résistance aux Pyréthrinoïdes tels qu’il est décrit dans les régions 

palustres, ce dernier étant la principale insecticide recommandée par l’OMS pour l’imprégnation 

des moustiquaires (Menze et al. 2016; WHO 2021). Ce qui nous interpelle à prendre de nouvelles 

mesures et stratégies (moustiquaires de nouvelles générations) et d’investiguer sur les différents 

mécanismes de résistance des moustiques aux insecticides pour lutter contre la super résistance 

aux insecticides et le paludisme dans cette localité du Cameroun. 
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Cette population d’An. funestus a été résistante et fortement résistante aux Pyréthrinoïdes 

(de type I : Perméthrine et de type II : Deltaméthrine) dans l’Adamaoua du Cameroun ce qui 

corrobore avec les études de Menze et collaborateurs en 2018 et d’autres études faites dans d’autres 

localités du pays et d’Afrique. (Menze et al., 2018a ; Ndo et al., 2018 ; Tchouakui et al., 2021), 

prouvant ainsi que l’extension de la résistance et de la forte résistance aux Pyréthrinoïdes au 

Cameroun et en Afrique. L’on pourrait avoir comme hypothèse que la résistance et son extension 

soit lié à une forte pression de sélection due à l’utilisation des moustiquaires imprégnées et/ ou 

alors à l’utilisation abusive et non contrôlée des insecticides domestiques par les habitants 

(Myamba et al. 2002; Trape et al. 2011; Vulule et al. 1994) d’où la nécessité d’alterner les classes 

d’insecticides lors de leur application en lutte antivectorielle. L’on peut aussi prétendre que 

l’agriculture effectuée dans cette région avec une forte utilisation des pesticides par les acteurs de 

ce domaine. Ces pesticides qui ont le plus souvent les mêmes cibles que les insecticides utilisés en 

santé publique pourraient contribuer à la sélection de gène contribuant à la résistance chez ces 

vecteurs (Chouaïbou et al. 2008; Dabiré et al. 2009; Yadouleton et al. 2011).  

Des études transcriptomiques précédentes utilisant des micro-réseaux et RNA-Seq avaient 

identifié certaines UDP Glycosyl Transférases qui étaient surexprimées chez les moustiques 

survivants aux insecticides. Il a été démontré que UGT AFUN011266 était surexprimée chez les 

moustiques résistants au DDT sur le terrain avec un taux de retranscription supérieur à 1,5 

(Kouamo et al. 2021) mais notre étude a montré que ce gène n'était pas surexprimé, ni chez les 

moustiques résistants du terrain (Mibellon, Cameroun) ni chez la souche résistante du laboratoire 

(Fumoz). UGT AFUN004354 qui a été précédemment identifiée parmi les autres gènes de 

détoxification surexprimés chez Fumoz avec un taux de retranscription de 2,1 par RNA-Seq 

(Wondji et al. 2022) a été trouvé régulé à la hausse chez les moustiques de terrain (Mibellon, 

Cameroun) et la souche résistante du laboratoire (Fumoz), montrant des résultats similaires entre 

RT-qPCR et les résultats RNA-Seq. D'autres études sont nécessaires pour déterminer les facteurs 

qui conduisent à la surexpression de ce gène, qui pourrait être soit des éléments cis- ou trans-

régulateurs pour démontrer l’implication des UDP Glycosyl transférases dans la résistance aux 

Pyréthrinoïdes (Mugenzi et al. 2019), soit à son implication dans la résistance aux Pyréthrinoïdes 

(Xiuxia Li et al. 2017). Des tests in vitro utilisant l'expression hétérologue et in vivo utilisant 

l'interférence ARN ou des mouches transgéniques pourraient également être utilisés pour valider 
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fonctionnellement le rôle de cette UDP Glycosyl Transférase dans la résistance aux pyréthrinoïdes. 

Il sera aussi meilleur de bien étudier tous les gènes UDP-Glycosyl transférases. 

Le gène AFUN004354 est hautement polymorphe, avec 47 sites polymorphes et 45 

haplotypes. Ce niveau de polymorphisme dépasse largement celui précédemment rapporté pour 

les gènes P450 et GSTs (CYP6P9a, CYP6P9b et GSTe2) chez An. funestus (Mugenzi et al. 2019; 

Riveron, Yunta, et al. 2014). Le polymorphisme élevé d’UGT AFUN004354 est similaire à celui 

rapporté chez An. funestus pour le gène CYP6M7 (Riveron, Ibrahim, et al. 2014) et chez An. 

gambiae pour le gène APL1 qui est associé aux réponses immunitaires contre Plasmodium 

falciparum (Rottschaefer et al. 2011).  

Aucun allèle AFUN004354 particulier ne semble être le plus associé à la résistance aux 

pyréthrinoïdes pour la perméthrine et la deltaméthrine, contrairement à l'identification d'allèles de 

résistance prédominants d'autres gènes de détoxification comme CYP6P9a et CYP6P9b (Mugenzi 

et al. 2019), ce qui suggère qu'aucun balayage sélectif n'agit sur ce gène. Des travaux 

complémentaires sur la voie de régulation des UDP Glycosyl Transférases permettront de mieux 

comprendre pourquoi ce gène n'a pas subi le même balayage sélectif que d'autres gènes de 

détoxification tels que CYP6P9a ; CYP6P9b et GSTs. L'absence de sélection directionnelle sur 

AFUN004354 pourrait également s'expliquer par un rôle fonctionnel plus généraliste de ce gène, 

en particulier s'il pouvait protéger le moustique contre une large gamme de substances étrangères 

telles que les toxines végétales (allélochimiques) ou même s'il était impliqué dans des fonctions 

de détoxification ou autres que la détoxification (formation des cuticules). D'autres études sont 

nécessaires pour confirmer cette hypothèse. 
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Au terme de cette étude dont l’objectif était de caractériser les gènes UDP-Glycosyl 

transférase chez Anopheles funestus s.s, un vecteur principal du paludisme et leur implication 

potentielle dans la résistance aux pyréthrinoïdes au Cameroun, il en ressort que : 

- l’espèce prédominante a été An. funestus dans la localité de Mibellon pendant cette 

période d’étude, et l’on a observé une forte résistance aux pyréthrinoïdes utilisés en 

santé publique ; 

- une surexpression d’un gène UDP Glycosyl Transférase présent dans cette 

population a été détectée à l’instar de Afun004354 bien que son implication 

probable dans la résistance aux pyréthrinoïdes et aussi autres insecticides demeure 

à prouver ; 

- ce gène étant présent dans cette localité, fait l’objet d’une forte diversité génétique 

observée et aucun allèle ne semble être associé à une résistance. 

Dans nos travaux futurs nous nous proposons d’étendre cette étude à d’autres localités du 

Cameroun et d’Afrique ; de valider la possible implication du gène UGT Afun004354 dans la 

résistance métabolique aux pyréthrinoïdes. 

Par ailleurs, nous recommandons aux populations l’usage généralisé et quotidien de 

moustiquaires qui limitent la transmission du paludisme. 

- Aux chercheurs, nous recommandons de surveiller l’évolution de la transmission 

du paludisme ; d’informer les cultivateurs du bienfondé d’une agriculture sans 

pesticides chimiques, d’approfondir des recherches sur les méthodes de lutte 

biologique dans le but de pallier au développement de la résistance chez les 

vecteurs et d’investiguer les nouveaux mécanismes de résistance chez les vecteurs 

du paludisme, qui peuvent être à l’origine de la super-résistance observée. 

- Aux pouvoirs publics, nous recommandons d’intégrer dans les programmes de 

lutte antivectorielle, la distribution des moustiquaires de seconde génération (qui 

contiennent en plus de l’insecticide, des inhibiteurs d’enzymes de détoxification) 

et d’envisager les pulvérisations intra-domiciliaires d’insecticides (PID) à effet 

rémanent ainsi que des pulvérisations spatiales à base des insecticides de nouvelle 

génération. Également une éducation des populations sur le bon usage des 

moustiquaires pendant leur sommeil est conseillée. 
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ANNEXES 

ANNEXE I : 

 

Source : Coetzee, M., 2020. Key to the females of Afrotropical Anopheles mosquitoes (Diptera: 

Culicidae). Malar. J. 19, 70. https://doi.org/10.1186/s12936-020-3144-9 

 



60 

ANNEXE II : 

Préparation de la solution LB (Luria Bertani) 

Pour préparer un volume de 500mL de la solution LB, 5g de tryptone ont été pesé et introduit 

dans un erlenmeyer : 2,5g d’extrait de levure, 5g de Chlorure de Sodium (NaCl), 7,05g d’Agar et 

500μL d’ampicilline y ont été ajoutés. La solution a été mélangée et préparée dans un autoclave 

ainsi que tout le matériel nécessaire pour la préparation des cellules compétentes. C’est sur ce 

milieu de culture que les cellules vont croitre sous forme de colonies. 
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ANNEXE III : 

 

Molécule chimique d'insecticide de perméthrine 

(Source : https://fr.123rf.com/clipart-vecteurs/) 

 

 

Molécule chimique d'insecticide de deltaméthrine 

(Source : https://fr.123rf.com/clipart-vecteurs/) 

 

 

Mécanisme d’action de pyréthrinoïdes 

(Source : ResearchGate, Mode d'action des pyréthrinoïdes sur les neurones. | Download 

Scientific Diagram   ) 

https://fr.123rf.com/clipart-vecteurs/
https://fr.123rf.com/clipart-vecteurs/
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ANNEXE IV : 

 




