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RESUME

La lutte contre les vecteurs du paludisme devient de moins en moins efficace du fait de
I’expansion de leur résistance aux insecticides, du changement du comportement de piqdre et de repos des
moustiques, et de la faible utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticides. Cette situation nécessite
des mesures complémentaires afin d’améliorer le contrdle de cette maladie. La lutte anti-larvaire peut
constituer une intervention complémentaire capable d’améliorer 1’efficacité des mesures actuelles mais,
jusqu’a présent, trés peu d’essais de cette méthode ont été menés sur le continent. Dans le cadre de la
présente étude, nous évaluons I’efficacité de la lutte anti-larvaire, a I’aide du larvicide vectoMax G, dans le
contrdle des populations de moustiques dans la ville de Yaoundé.

Cette étude a été réalisée sur une période de 13 mois (hovembre 2018 a novembre 2019) dans
14 quartiers de la ville de Yaoundé dont sept appartenant au groupe témoin et sept au groupe traité. Dans
les quartiers traités, toutes les mares d’eau avec ou sans larves ont subi une application du vectoMax G
(combinant les espéces lachées de Bacillus thuringiensis israelensis et de Bacillus sphaericus) une fois tous
les 14 jours. Les évaluations des sites étaient réalisées 24 a 48 heures apres chaque traitement et une fois
par mois dans les sites témoins. La recherche des larves dans les mares était effectuée par la technique du
dipping. Au cours des prospections larvaires, les paramétres suivants étaient relevés : la présence et la
densité des larves ainsi que leurs stades de développement. Les larves d’anopheles étaient collectées dans
au moins cing gites par quartier au cours des descentes. Elles étaient conservées dans de 1’alcool 100% pour
des identifications morphologiques et moléculaires par la technique de PCR.

Les résultats ont montré que ’application du larvicide vectoMax G dans les mares d’cau a
significativement diminué la présence et la densité des larves d’anophélinés. Des taux de réduction de plus
de 90% ont été relevés dans les quartiers Essos, Shell Obili, Mendong et Mvog-Besti. Une forte réduction
des gites colonisés par des larves de moustiques a été relevée en saison séche par rapport a la saison des
pluies. Anopheles gambiae s.s. et Anopheles coluzzii ont été les deux membres du complexe Anopheles
gambiae s.| retrouvés dans nos sites d’étude. Les traitements larvicides n’ont eu aucun impact sur la
distribution de ces deux espéces avec des fréquences supérieures a 85%, An. coluzzii étant I’espéce
prédominante dans les quartiers traités et témoins avant et pendant les traitements.

Cette étude a montré I’efficacité de la lutte anti-larvaire a 1’aide du biolarvicide vectoMax G qui
devrait désormais étre intégré parmi les interventions a préconiser dans le cadre de la prévention du

paludisme au Cameroun.

Mots clés: anophéle, paludisme, distribution, lutte anti-larvaire, Bacillus thuringiensis

israelensis(Bti), Bacillus sphaericus (Bsph), Yaoundé.



ABSTRACT

Vector control is becoming less effective due to the expansion of insecticides resistance,
changes in mosquito biting and resting behaviour, and the low use of insecticide-treated nets. This
situation requires additional measures to improve malaria control. Larviciding may be a
complementary intervention capable of improving the effectiveness of current measures, but to
date very few larviciding control trials have been conducted in Africa. In this study, we assessed
the effectiveness of larval control, using vectoMax G larvicide in controlling mosquito populations

in the city of Yaounde.

This study was carried out over a 13 months period (november 2018 to november 2019)
in 14 clusters in the city of Yaoundé, seven of which belonged to the control group and seven to
the treated group. In treated clusters, all water bodies with or without larvae were treated with
vectoMax G (combining the released species of Bacillus thuringiensis israelensis and Bacillus
sphaericus) once every two weeks. Quality control of treatments were conducted 24 to 48 hours
after treatment. Checking of water bodies were conducted in control clusters as well, once a month.
Larval collection was done using the dipping method. During larval surveys, the presence and
density of larvae and their stages of development were recorded. Anopheles larvae were collected
from at least five breeding sites per clusters. They were preserved in 100% alcohol for

morphological and molecular identifications by the PCR technique.

The results showed that the use of vectoMax G larvicide in water bodies significantly
decreased the presence and density of anopheline larvae. Reduction rates of more than 90% were
observed at Essos, Shell Obili, Mendong and Mvog-Besti. A high reduction in the number of
mosquito breeding sites was recorded in the dry season compared to the rainy season. Anopheles
gambiae s.s. and Anopheles coluzzii were the two members of the Anopheles gambiae s.I. complex
found in our study sites. Larviciding had no impact on the distribution of these two species. With
frequencies greater than 85%, An. coluzzii remained the predominant species in treated and control

areas before and during treatment.

This study showed the effectiveness of larval control using VectoMax G biolarvicide,
which should now be included in the interventions to be advocated in the context of malaria

prevention in Cameroon.

Keywords: anopheles, malaria, distribution, larval control, Bacillus thuringiensis israelensis,

Bacillus sphaericus, Yaounde.



La situation sanitaire actuelle des pays tropicaux est dominée par les maladies a transmission
vectorielle, parmi lesquelles le paludisme, transmis par les moustiques du genre Anopheles
Meigen, 1818, est I’affection parasitaire la plus répandue dans le monde et 1I’un des principaux
problémes de santé publique qui touchent principalement 1’Afrique subsaharienne (OMS,
2011). La moitie de la population mondiale vit en zone endémique. En 2018, 228 millions de
cas et 405 000 déces dis au paludisme ont été enregistrés en Afrique ; les couches les plus
atteintes sont les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes (OMS, 2019). Le
Cameroun reste particulierement concerné avec 2 133 523 cas d’infection palustre ayant
conduit a 3263 déces en 2018. Cette maladie représente 25,9% des motifs de consultations
dans les formations sanitaires, 31,5% de déces chez les enfants de moins de 5 ans et 49% des
motifs d’hospitalisations (PNLP, 2019).

Pour réduire le fardeau de cette affection, 1’utilisation des moustiquaires imprégnées a
longue durée d’action (MILDA) est la principale méthode de lutte préconisée (Minsante,
2012). Cet outil a contribué a réduire la morbidité palustre entre 2000 et 2015 (OMS, 2013 ;
Bhatt et al., 2015). Toutesfois, malgré cette reduction, une forte augmentation des cas de
paludisme a été enregistrée a travers le monde, soulignant la nécessité de renforcer la prise en
charge et la prévention de cette maladie.

En effet, les études menées jusqu’ici ont signalé une expansion rapide de la résistance aux
insecticides [DichloroDiphenylTrichloroethane (DDT), pyréthrinoides et carbamates] chez
les vecteurs de paludisme, un changement de leur comportement de piqdre et de repos et méme
de la composition de leurs peuplements (Antonio-Nkondjio et al., 2017 ; Doumbe-Belisse et
al., 2018 ; Bamou et al., 2019) limitant ainsi 1’efficacité des MILDA. Cette situation releve la
nécessité de rechercher des mesures complémentaires aux MILDA afin de renforcer la lutte
contre le paludisme. Parmi ces mesures complémentaires possibles, la lutte anti-larvaire est
une intervention jusqu’ici trés peu implémentée en Afrique ou, pourtant elle est
particulierement indiquée en zone urbaine (OMS, 2013). Différentes stratégies a I’instar de
I’aménagement de I’environnement, 1’utilisation des prédateurs, des régulateurs de
croissances ou des bactéries peuvent servir dans le cadre de la lutte anti-larvaire. Les bactéries
entomopathogénes comme Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) Berliner, 1915 et Bacillus
sphaericus (Bsph) Strain, 1593 utilisées comme larvicides ont démontré une bonne efficacité
contre les larves d’anophéles et de culicinés (Meilleur et al., 2010 ; Kandyata et al., 2012 ;
Diédhiouetal., 2017 ; Deruaetal., 2018 ; Deruaet al., 2019). Le vectoMax G est une nouvelle

formulation biolarvicide qui combine les deux bactéries suscitées et qui est actuellement



utilisée dans la ville de Yaoundé dans le cadre d’un programme de lutte anti-larvaire. Du fait
que jusqu’a présent aucune etude a large échelle n’a évalué I’efficacité de la lutte anti-larvaire
a I’aide de biolarvicide sur la faune anophélienne du Cameroun, nous ne disposons pas
d’informations sur I’impact de ladite lutte sur la distribution de ces insectes. Nous ne savons
pas si cette lutte pourrait réduire significativement les densités de moustiques atteignant 1’age
adulte et la transmission du paludisme a ’homme. Dans le cadre du présent mémoire, nous
évaluons I’impact de 1’action combinée de Bacillus thuringiensis israelensis et de Bacillus
sphaericus (vectoMax G) sur la distribution des larves des anophéles vecteurs de paludisme
dans la ville de Yaoundé. Plus spécifiquement il s’agit d’évaluer I’impact des traitements

larvicides :

» sur la réduction de fréquence des larves d’anophéles dans les mares d’eau ;
» sur la distribution saisonniére des larves d’anophéles;
> sur la distribution des especes du complexe Anopheles gambiae s.l dans la ville de

Yaoundé.

Ce mémoire est organisé en trois chapitres. Le premier chapitre est consacré a la revue
de la littérature ; le second chapitre expose le matériel et les méthodes utilisés, enfin le
troisieme chapitre présente les résultats acquis et les discute. Une conclusion dans laquelle
sont dégagées quelques perspectives et recommandations est proposée a la fin du

document.



1.1- Généralités sur les vecteurs du paludisme

Les anophéles sont les seuls insectes vecteurs du paludisme humain (Rhodain et al., 1985).
Le genre Anopheles a été établi en 1818 par Johann Wilhelm Meigen, entomologiste allemand
célébre pour ses travaux révolutionnaires sur les Diptéres. Au 21° siecle on dénombre plus de 500
espéces d’anopheles dans le monde (Harbach, 2012) mais seulement une soixantaine assure plus
la transmission des plasmodies humaines. Les anophéles sont présents un peu partout dans le
monde (figure 1) a ’exception des zones polaires (Alaska, Sibérie, Antarctique), des Tles du
Pacifique central ou occidental, de quelques Tles isolées des océans Atlantique et Indien, ainsi que
les Falkland du sud du Chili et de l’Argentine (Carnevale et al., 2009).
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Figure 1: Distribution globale des anopheles dans le monde (Sinka et al., 2012).

Au Cameroun, plus de 50 espéces d’anopheles ont été signalées, ce qui rend cette faune
I’une des plus diversifiées d’Afrique (Hervy et al., 1998). De toutes ces espéces, seules seize sont
reconnues comme vecteurs principaux et/ou secondaires du paludisme et sont impliquées dans la
transmission permanente ou occasionnelle de ses agents pathogénes (Antonio-Nkondjio et al.,
2006, 2019 ; Tabue et al., 2014 ; Awono-Ambene et al., 2018). Les taxa considérés comme
vecteurs principaux du paludisme sont : An. gambiae, An. coluzzii, An. arabiensis, An. funestus,



An. nili et An. moucheti (Wondji et al., 2005). Ceux qui sont des vecteurs secondaires ou assurent
une transmission occasionnelle ou temporaire sont : An. ovengensis, An. paludis, An. ziemanni,
An. coustani, An. pharoensis, An. marshallii, An. rufipes, An. carnevalei, An. hancocki, An. leesoni
et An. wellcomei (Antonio-Nkondjio et al., 2006 ; Tabue et al., 2014, 2017, Awono-Ambene et
al., 2018).

1.1.1- Position systématique des anophéles

D’aprés Harbach (2004) et Gillot (2005), la position systématique des anophéles peut se
résumer comme suit :
» Embranchement des Arthropodes Latreille, 1829 :
- Présence d’appendices articulés
- Présence d’une symétrie bilatérale
» Sous-embranchement des Hexapodes Blainville, 1816 :
- Corps divisé en 3 tagmes (téte-thorax-abdomen)
- Présence de 3 paires de pattes thoraciques
» Classe des Insectes Linnaeus, 1758 :
- Piéces buccales visibles a I’extérieur
- Présence de I’organe de Johnston sur le scape antennaire
> Sous-classe des Ptérygotes Lang, 1888 :
- Présence d’ailes au moins a un stade de leur développement post-embryonnaire
» Section des Oligonéopteres :
- Champ jugal avec une seule nervure longitudinale simple
- Ebauche alaires visible qu’a 1I’avant dernier stade
» Ordre des Dipteres (Linné, 1758) :
- Présence d’une paire d’ailes portées par le mésothorax, les ailes postérieures étant
transformees en balanciers
- Pieces buccales de type piqueur-suceur
» Sous-ordre des Nématoceres (Latreille, 1825) :
- Antennes longues et multiarticulées
- Pronotum séparé du mésonotum par une suture transverse
» Famille des Culicidae Meigen, 1818 :
- Bord postérieur des ailes frangé d’écailles
- Corps recouvert d’écailles filiformes
» Sous-famille des Anophelinae (Théoblald, 1905) :

- Scutellum réguliérement courbé au bord postérieur



- Trompe dressée en avant, beaucoup plus longue que le reste de la téte
» Tribu des Anophelini
» Genre Anopheles (Meigen, 1918) :

- Présence ou non de touffes latérales sur I’abdomen

- Taches formées par des écailles claires et sombres sur la costa

1.1.2- Diversité des anophéles et notion de complexe d’espéces : le complexe Anopheles
gambiae s.I. White, 1958

Certaines espéces d’anophéles appartiennent a des groupes ou complexes d’espéces (Reid,
1965). On désigne par complexe d’espéces, un ensemble de taxa morphologiquement identiques
mais qui différent par des caractéristiques génétiques (Fontenille et al., 2003). Le genre Anopheles
compte sept complexes dont le plus important sur le plan épidémiologique est Anopheles gambiae
s.I Theobad, 1902. Ce complexe compte actuellement neuf espéces jumelles (Coluzzii et al.,
2002 ; Coetzee et al., 2013) dont la distribution en Afrique est fonction de leur écologie et qui

sont :

- Anopheles melas (zones coticres de I’ Afrique de 1’Ouest et Centrale) et An. merus (zones
coticres de I’ Afrique de I’Est) qui se retrouvent dans les eaux saumatres ;

- Anopheles bwambae qui vit dans les sources minérales de la forét de Semliki en Uganda ;

- Anopheles gambiae s.s., An. coluzzii et An. arabiensis qui exploitent une multitude de gites
naturels ou anthropiques, An. quandriannulatus et An. amharicus qui évoluent dans les eaux
douces d’Afrique tropicale (Fontenille et al., 2003) ;

- Anopheles comorensis qui se retrouve dans les gites naturels de Comores et Madagascar
(Ayala et al., 2019).
Anopheles gambiae s.s., An. arabiensis (Fontenille et al., 2003 ; Sinka et al., 2012) et An. coluzzii
(Coetzee et al., 2013) sont les 3 especes du complexe An. gambiae s.1. qui sont reconnues comme

vecteurs majeurs du paludisme en Afrique.

1.1.3- cycle de développement

Les anophéles sont des insectes & métamorphose compléte ou holométaboles (Holstein,
1949) car les stades immatures difféerent complétement de ’adulte. Leur développement est
marqué par deux phases successives : une phase aquatique qui concerne I’ceuf, les larves et la
nymphe (stades pré imaginaux) et une phase aérienne représentée par 1’adulte (stade

imaginal).

1.1.3.1- (Euf



Lors de la ponte, I’anophele femelle libére de 50 a 300 ceufs ; ceux-ci ont une forme allongée,
mesurent chacun 0,5 millimétre de longueur et ont une couleur blanchéatre qui brunit avec le temps.
Ces ceufs pondus isolement possedent geéneralement 2 flotteurs latéraux (figure 2). L’ceuf
comprend 3 membranes :

- lamembrane interne qui entoure le vitellus et I’embryon ;

- I’endochorion qui durcit peu aprées la ponte et peut étre coloré en brun fonce ;

- P’exochorion qui présente différentes ornementations.
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Figure 2: Schéma d’un ceuf d’anoph¢le (Russel et al., 1963).

Les ceufs d’anophéles ne résistent généralement pas a la dessiccation et éclosent dans les
48 heures qui suivent I’oviposition, aprés le développement complet de I’embryon.
1.1.3.2- Larve

L’éclosion de I’ceuf libére une larve de stade 1 qui reste en position horizontale a la surface
de I’eau, grace a ses soies palmées dorsales. Celle-ci mesure 1 a 2 mm et subit 3 mues au cours de
son développement ; elle passe ainsi par 4 stades larvaires de tailles différentes mais
morphologiquement semblables (L1, L2, L3 et L4). Une larve possede 3 parties bien distinctes
(figure 3) :

- latéte qui porte 2 antennes, 2 gros yeux composes et une paire de brosses buccales. On'y
note également la présence de nombreuses soies, notamment les soies clypéales utilisées
pour I’identification ;

- le thorax est formé de 3 segments coalescents (le prothorax, le mésothorax et le
métathorax) chacun portant de nombreuses soies. Il est relié a la téte par une membrane
au niveau du cou, qui permet ainsi une rotation a 180° de la téte lors de I’alimentation ;

- PPabdomen comprend 9 segments bien visibles; chacun porte differentes
ornementations, notamment la plaque tergale et les plaques accessoires, les soies,

simples ou branchues ou palmées utilisees en taxinomie.
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Figure 3: Caractérisation morphologique d'anophele ; A : Larve d’anophele, B : Position de la

larve d’Anopheles et de Culex a la surface de 1'eau (Holstein, 1949).

1.1.3.3- Nymphe

A la fin de la quatrieme mue, la larve L4 se transforme en une nymphe en forme de virgule.
Cette nymphe ne se nourrit pas ; elle représente le dernier stade de transition au cours duquel
I’insecte subit des profondes transformations morphologiques qui permettent son adaptation en
milieu aérien. Les deux principales parties d’une nymphe sont (figure 4) :

- le céphalothorax volumineux, qui résulte de la coalescence de la téte et

du thorax. Il porte des ébauches d’yeux, 2 trompes qui affleurent la surface de I’eau et qui
permettent a la nymphe de respirer I’oxygene de ’air ;

- I’abdomen qui est formé de 10 segments dont 8 sont bien visibles, terminés par 2 palettes

natatoires.
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Figure 4: Schéma de 1a nymphe d’anophéle (Gillies & De Meillon, 1968).

1.1.3.4- Adulte

Le moustique adulte ou imago présente un corps divisé en 3 parties : la téte, le thorax et

I’abdomen (figure 5).
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Figure 5: Caractérisation morphologique d’un moustique adulte ; A : adulte femelle

d'anophéle ; B: schéma des tétes de males et de femelles de Culicinae (a gauche)

et d’ Anophelinae (a droite) en vue dorsale (Holstein, 1949).

La téte ou tagme sensoriel porte 2 gros yeux composes avec de nombreuses ommatidies, 2

antennes formées de 15 articles différenciant les males des femelles, un appareil buccal de type

suceur pour le méle et de type vulnérant pour les femelles, 2 palpes maxillaires formés de 5

articles.

Le thorax ou tagme locomoteur porte de nombreuses plaques chitineuses sur les faces dorsale

(tergites), ventrale (sternites) et latérale (pleurites), 2 paires de stigmates latéraux pour la




respiration, 3 paires de pattes longues et fines, 1 paire d’ailes, de nombreuses soies et écailles dont
la forme et la disposition sont utilisées pour reconnaitre les especes. Ce thorax est segmenté en 3

parties visibles : le prothorax, le mésothorax et le métathorax de tailles inégales.

L’abdomen ou tagme viscéral comprend 10 segments dont au moins 7 sont bien visibles et sont
constitués de 2 plaques chitineuses rigides, des écailles en nombre variable et presque tous les

organes du moustique (Carnevale et al., 2009).
1.1.4- Cycle biologique des anophéles
Ce cycle de vie d’un moustique comporte deux phases (figure 6) :

- la phase aérienne est marquée par 2 comportements : la reproduction et la dispersion. Apres
accouplement (une fois durant toute sa vie), la femelle d’anophéle part en quéte d’un hote vertébré
tous les 2 a 3 jours sur lequel elle prendra un repas sanguin qui servira au développement des
ceufs. Aprés digestion a 1’abri du sang pendant quelques jours, la femelle gravide se met a la
recherche d’un gite adéquat pour la ponte des ceufs (qui se déroule généralement au crepuscule)
et le développement des larves (Carnevale et al., 2009). Le temps que mettent les ceufs pour éclore
dépend en grande partie de la température ; a environ 30°C les ceufs éclosent en 2 a 3 jours, a 16°C
le développement de ceufs peut prendre 7 a 14 jours (Jacob et al., 2012) ;

- la phase aquatique concerne les stades pré-imaginaux a savoir ceuf, les larves et la nymphe. 24 a
48 heures aprés la ponte des ceufs, leur éclosion survient et on obtient des larves qui se nourrissent
de micro-organismes. Ayant un siphon respiratoire trés court, ces dernieres prennent une position
paralléle a la surface de 1’eau pour pouvoir respirer. On distingue 4 stades larvaires (L1 a L4)
entrecoupés par des mues qui définissent la phase de croissance qui dure 8 a 16 jours. La phase
nymphale, elle dure environ 2 jours et fait suite a la phase larvaire marquée par une
métamorphose ; elle conduit a I’émergence d’un adulte qui, une fois la cuticule solidifiée, part a
la recherche de nutriments, principalement du nectar de fleur. Le passage de I’ceuf a I’adulte

d’anophéle peut durer de 7 jours & 31°C a 20 jours a 20°C.



Adulte

Phase aérienn

P~ Phase aquatique
il
GEuf / Nymphe

Stades larvaires : L1 L2 L3 L4

Larve

Figure 6: Cycle biologique des anophéles (Jacob et al., 2012).

1.1.5- Bio-écologie des anopheles

Chez les moustiques en général, on distingue une bio-écologie larvaire et une bio-écologie
des adultes.

> Bio-écologie des larves

La biologie des larves d’anophéles est conditionnée par 3 éléments majeurs : la durée de la vie
larvaire qui varie en fonction de I’espéce et de la température ambiante, la présence d’oxygene
dans le gite et le type de gite larvaire (Carnevale et al., 2009).

Le type d’environnement aquatique auquel le développement larvaire du moustique s’adapte varie
d’une espéce a une autre et au sein de la méme espece (Jacob et al., 2012). Les anophéles se
développent :

- dans les eaux douces (An. gambiae s.s.) ou saumatres (An. melas et An. merus) ;

- dans les sites permanents ensoleillés (An. gambiae s.s. , An. coluzzii et An. arabiensis) ;

- dans les eaux stagnantes (An. gambiae s.s., An. funestus, etc) ou dans de grandes riviéres
(An. nili , An. darlingi et An. moucheti) ;

- dans les gites sans végétation dressée (An. gambiae s.s.) ou avec végétation dressée (An.
funestus, An. pharoensis, An. albimanus et An. sundaicus s.l.) ou encore avec présence d’algues
filamenteuses vertes (An. pseudopunctipennis) ;

- dans les flaques d’eaux temporaires ensoleillées (gite typique d’An. gambiae s.s.).

Les larves de moustiques ont pour la plupart une alimentation constituée de phytoplancton, de
bactérioplancton et de particules organiques en suspension dans I'eau du gite. La larve s'alimente

grace aux battements de ses soies buccales qui créent un courant suffisant pour aspirer les aliments.
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» Bio-écologie des adultes

Deux comportements principaux caractérisent les moustiques adultes : I’alimentation et la
reproduction. Chez la femelle, on note un comportement de dispersion a la recherche de 1’hote
vertébreé, du site de repos et du gite de ponte (Carnevale et al., 2009).
Les individus femelles et méles se nourrissent de jus sucrés. Les males ne piquent pas et n’ont
donc pas de role vecteur. L’accouplement s’effectue le 2° ou le 3° jour avant ou apres le repas
sanguin dont la prise est nécessaire pour la maturation des ovaires. Les males deviennent
sexuellement matures apreés le 3° jour de vie imaginale (Charlwood et al., 2002 ; Diabaté et al.,
2006).

Les anophéles qui se nourrissent sur I’homme sont dits anthropophiles par opposition aux
zoophiles qui se nourrissent sur les animaux. Les repas de sang peuvent étre pris a I’intérieur des
maisons ou a I’extérieur ; on parle alors respectivement de comportement endophage ou exophage
(Adja et al., 2015).

1.2- Distribution géographique des anophéles en Afrique et au Cameroun

En Afrique, les anophéles sont présents dans presque tout le continent (figure 7).
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Figure 7: Distribution des espéces du complexe Anopheles gambiae s.l. en Afrique (Fontaine
et al., 2015).

Légende: amh = An. Amharicus ; gam = An. gambiae s.s; ara = An. Arabiensis; mel = An. Melas ; bwa = An.
Bwambae; mer = An. merus col = An. coluzzii ; qua = An. quadriannulatus

Au Cameroun, au sein du complexe An. gambiae s.I qui est le plus répandu, la fréquence

d’An. gambiae s.s baisse progressivement quand on quitte la zone forestiere du Sud pour la zone

11



sahélienne de I’extréme Nord et inversement pour An. arabiensis. Dans la région du Littoral, on

note une prédominance d’An. coluzzii (Wondji et al., 2005).

1.3- Généralités sur les agents pathogénes du paludisme

Les agents pathogenes du paludisme sont Plasmodium spp. ; le premier a été découvert en
Algérie par LAVERAN en 1880 (Carnevale et al., 2009). C’est un protozoaire de trés petite taille
(1 & 2pm selon les formes). La coloration au May-Grinwald-Giemsa montre qu’il est formé d’un
cytoplasme bleu pale entourant une vacuole nutritive claire, un noyau rouge et de I’hémozoine
(M’Bouyé¢, 2010). Plus de 150 espéces de Plasmodium ont été décrites a ce jour, elles infectent

des mammiféres, des oiseaux et des reptiles (Mehlhorn, 2000).

1.3.1- Position systématique du genre Plasmodium

Les agents pathogénes du paludisme appartiennent au :
Phylum : Apicomplexa

Classe : Sporozoae

Sous classe : Coccidia

Ordre: Eucoccidiidae

Sous ordre: Haemosporina

Famille: Plasmodiidae

Genre: Plasmodium ( Laveran, 1880)

1.3.2- Especes de Plasmodium parasites de ’homme

Malgré un grand nombre d’hoétes, en général les agents du paludisme ont tendance a étre
spécifiques a leur hote. Cing especes : P. falciparum (Welch,1897), P. vivax (Grassi & Feletti,
1890), P. ovale (Stephens,1922), P. malariae (Laveran,1880) et P. knowlesi (Knowles & Das
Gupta,1931), (Singh et al., 2004) sont reconnues pathogénes pour 1’homme. Plasmodim
falciparum est trés largement distribué en Afrique subsaharienne ou il est responsable de la grande
majorité des cas de paludisme ; Plasmodium vivax est tres répandu a travers le monde ; P. ovale
et P malariae sont présents en Afrique mais a des faibles proportions (Butcher et al., 1970 ;
M’Bouyg¢, 2010).

1.3.3- Cycle de développement des plasmodies

Ce cycle de développement dixene (figure 8) implique un héte intermédiaire chez qui se
déroule la multiplication asexuée (I’homme) et un hote definitif (1’anophéle femelle) chez qui se
déroule la multiplication sexuée (M’Bouyé, 2010).

» Cycle asexué chez ’homme
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L’homme est contaminé lors du repas de sang d’un anophéle femelle infesté. De milliers de
sporozoites sont injectés dans son sang. Ceux-ci sont transportes (par le sang) vers les hépatocytes,
ou ils se transforment en schizontes pré-érythrocytaires ou « corps bleus » des formes
multinucléées qui, aprés 7 a 15 jours de maturation en fonction de I’espéce éclatent et libérent de
milliers de mérozoites dans le sang (10 000 a 30 000 mérozoites en fonction des especes). Dans
les infections a P. vivax et P. ovale, certains sporozoites intra-hépatiques restent quiescents
(hypnozoites) ; ils sont responsables d’une schizogonie hépatique retardée qui entraine la
libération dans le sang de mérozoites plusieurs mois apres la pigdre du moustique, ce qui explique
ainsi les reviviscences tardives relatives a ces deux espéces. Trés rapidement les mérozoites
pénétrent dans les globules rouges. Cette pénétration du merozoite dans 1I’érythrocyte et sa
maturation en trophozoites puis en schizontes prend 24, 48 ou 72 heures (en fonction de 1’espéce)
elle conduit a la destruction du globule rouge hote et a la libération de 8 a 32 nouveaux mérozoites.
Ces mérozoites pénétrent dans de nouveaux globules rouges et débutent un nouveau cycle de
réplication. Apres un certain nombre de cycles érythrocytaires, certains mérozoites subissent une
maturation d’une dizaine de jours, accompagnée d’une différenciation sexuée ; ils se transforment
en gamétocytes a potentiel male ou femelle, qui restent en circulation dans le sang pendant 10 a
15 jours.

» Cycle sexuée chez I'anophéle femelle

Les gamétocytes ingérés par le moustique lors d’un repas sanguin sur un sujet infecté se
transforment en gameétes méles et femelles qui fusionnent pour donner un ceuf libre, mobile appelé
ookinete. L’ookinete quitte la lumiére du tube digestif, se fixe ensuite a la paroi externe de
I’estomac et se transforme en oocyste. Les cellules parasitaires se multiplient a I’intérieur de cet
oocyste, produisent des centaines de sporozoites qui migrent ensuite vers les glandes salivaires du
moustique. Ces sporozoites sont les formes infectantes, prétes a étre inoculées avec la salive du
moustique lors d’un autre repas sanguin sur un hote vertébré. La durée du développement
sporogonique des Plasmodium varie en fonction des conditions climatiques : entre 9 et 20 jours
pour P. falciparum (entre respectivement 30°C et 20°C), un peu plus rapide pour P. vivax aux

températures équivalentes, et plus long pour P. malariae.
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Figure 8: Cycle biologique des plasmodies (OMS, 2009).

1.4- Mesures de lutte anti-vectorielle

En I’absence de vaccin opérationnel contre le paludisme, la lutte anti-vectorielle est 1'un
des moyens efficaces de prévenir cette maladie (Townson et al., 2005 ; OMS, 2012). Certaines
méthodes dans ce domaine visent principalement a réduire la densité des populations de vecteurs
par la lutte anti larvaire et a réduire le contact homme—vecteurs par la lutte contre les adultes
(Pages et al., 2006).

1.4.1- Lutte anti-larvaire

Elle vise a détruire tous les différents stades aquatiques des moustiques (ceufs, larves et
nymphes). D’aprés WHO, (2013), il existe 3 approches dans la lutte anti-larvaire qui sont :

- la modification et la manipulation environnementale. Il s’agit de la destruction des gites
temporaires (mares, empreintes de pas) et artificiels (pneus, pots de fleurs), de la mise en ceuvre
de travaux de drainage et de I’hygiéne péridomestique ;

- le contréle biologique qui utilise soit des prédateurs comme le poisson larvivore Gambusia

affinis (Bouallam et al., 1998), soit d’autres insectes (Toxorhynchites sp.), soit encore des parasites

14



nématodes, protozoaires, champignons, ou des bactéries pathogénes entomopathogenes telles que
Bacillus thuringiensis israelensis et Bacillus sphaericus ;

- le contrdle chimique qui repose sur I’utilisation de larvicides chimiques tels que le
malathion, le ttméphos, le methoxychlore et le méthyl-dursban. Malgré I"existence de plusieurs
méthodes, la lutte anti-larvaire est limitée par des difficultés d’ordre opérationnel telles que les
préférences écologiques de certaines espéces du complexe Anopheles gambiae (Carnevale, 1995).
En effet, les especes de ce complexe peuvent accomplir leur cycle préimaginal dans des biotopes
tres variés tels que des petites flaques temporaires comme les empreintes de pas, les trous
d'emprunt de terre, les vastes zones rizicoles qui sont propices au développement des larves
(Coosemans, 1985). Une telle multiplicité des gites n’est pas favorable a la lutte anti-larvaire qui,
de plus, exige une technicité de la part des acteurs et n'agit que sur la réduction de la densité des
vecteurs, mais pas sur leur longévité qui est pourtant un important paraméetre épidémiologique
(Carnevale, 1995).

1.4.2- Lutte anti-imago

La lutte contre les moustiques adultes passe par trois volets :

- la lutte chimique qui est réalisable a travers 1’utilisation des moustiquaires imprégnées
d’insecticides a longue durée d’action ou MILDA, les pulvérisations intra-domiciliaires
d’insecticides a effets rémanents ou PID et I’utilisation des répulsifs cutanés. Les insecticides dont
on se sert dans la lutte chimique appartiennent a quatre classes : les organochlorés, les
organophosphorés, les carbamates et les pyréthrinoides (WHOPES, 2011) ; ils ont principalement
pour cibles les récepteurs du systéme nerveux des insectes (Enayati & Hemingway, 2010) ;

- lalutte physique qui consiste (1) a dresser des barrieres entre le moustique et I’hdte telles
que le port de vétements longs, 1’utilisation de grillages aux ouvertures des habitations ou (2) a
éliminer les gites & moustiques ;

- la lutte génétique qui implémente la technique de I’insecte stérile (TIS) ou I’introduction,

chez le vecteur, des génes délétéres au Plasmodium (Catterrucia et al., 2003).

Cependant, I’émergence de la résistance des vecteurs aux insecticides (Ranson et al., 2011 ;
Antonio-Nkondjio et al., 2017), le changement de comportements de piqQre et de repos des
moustiques (Sokhna et al., 2013 ; Bamou et al., 2019), et la faible utilisation des moustiquaires
dans les ménages sont autant de facteurs qui entravent la lutte anti-imago et qui concourent a
justifier le recours a de mesures additives telles que la lutte anti-larvaire dans le contrdle du
paludisme (Antonio-Nkondjio et al., 2018).
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1.5- Généralités sur le larvicide vectoMax G

Le vectoMax G est un larvicide biologique qui combine 1’action de Bacillus thuringiensis
israelensis stéréotype H14 souche AM65-52 et de Bacillus sphaericus souche 2362, ABTS 1743.
Depuis plusieurs années, les bactéries entomopathogenes Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)
et Bacillus sphaericus (Bsph) sont utilisées dans le cadre de la lutte contre les larves d’anophéles,
de culex et aédes (Federici et al., 2003, Poopathi et Tyagi, 2004, Park et al., 2008 et Tabti, 2017).
La variété de toxines produites par ces bactéries est telle qu’aucun moustique n’a jamais été
retrouvé résistant a ces organismes. Bacillus thuringiensis est toxique envers les larves de Culex
spp, Anopheles spp, Mansonia spp et Aedes spp mais a une rémanence de trés courte durée ; quant
a Bacillus sphaericus il n’est efficace que sur les larves de Culex spp et d’Anopheles spp mais il
peut régénérer dans la nature ce qui lui permet de persister plus longtemps. Le larvicide vectoMax

G combine les avantages des deux bactéries pour en faire un outil trés performant.

1.5.1- Bacillus thuringiensis israelensis sérotype H14 souche AM65-52

1.5.1.1- Caractéristiques générales

Découvert en été 1976 dans une petite mare du désert du fleuve du Néguev (Goldberg et
Margalit, 1977), Bti a été caractérisé en 1978 (De Barjac, 1978 ; Balam, 2010). C’est est un bacille
Gram positif, aérobie et sporulé que I’on retrouve dans pratiqguement tous les sols, dans 1’air, dans
I’eau, dans les creux d’arbres et marais salés (Siegel, 2001), et & la surface des feuilles ou des
débris des végétaux (Jensen et al., 2003). A I'état végétatif, Bti est un batonnet de 5 pm de long

sur 1um de large, pourvu de flagelles (Balam, 2010) confére figure 9.
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Figure 9: Schéma de Bacillus thuringiensis israelensis (http:// philbio.fr/category/tout-sur-les-
bt/quest-ce-quun-bt).

Cette bactérie appartient au regne des Bacteria, embranchement des Firmicutes, classe des
Bacilli, ordre des Bacillacea, famille des Bacillaceae et au genre Bacillus (Cohn,1872) dont les
especes sont des bacilles rectilignes ou presque rectilignes a extrémités carrées ou arrondies
(Tabti, 2017). Bacillus thuringiensis israelensis fait partie du groupe dénommeé Bacillus cereus ou
on retrouve 5 autres espéces a savoir : B. anthracis, B. cereus s.s, B. mycoides, B. pseudomycoides
B. weihenstephanensis, qui présentent tous des caractéres phénotypiques proches et sont
génétiquement apparentés (Tabti, 2017). Ce bacille différe des autres de son groupe par sa capacité
a synthétiser et a excréter des cristaux mortellement toxiques pour certains insectes (Hofte &
Whiteley, 1989 ; Martin, 1994). Cette espéce se subdivise en 82 sous-especes dont la classification

est basée sur les antigénes de leur flagelle H (De Barjac & Frachon, 1990).

1.5.1.2- Cycle vital

Le cycle de vie de Bti se caractérise par 2 phases a savoir : la division cellulaire végétative
et le développement des spores (Mappe, 2017). Ces deux étapes impliquent des changements a la
fois dans la morphologie et dans la biochimie de la cellule (figure 10).
Lorsque les nutriments sont suffisants et les conditions environnementales convenables pour la
croissance, la spore germe et produit une cellule végétative. La cellule végétative se divise en 2
cellules filles uniformes par la formation d’un septum de division initié & mi-chemin le long de la
membrane plasmique. Durant cette phase de croissance végétative, les cellules de Bti utilisent les

sucres comme source de carbone et d’énergie pour la synthése des protéines et autres métabolites.
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Les cellules continuent a se multiplier jusqu’a ce qu’un des nutriments (sucres, acides aminés ou
phosphate) ou le dioxygéne dissous devienne insuffisant pour la croissance végétative (Liu &
Tzeng, 2000). Dans ces conditions, la bactérie sporule en produisant une spore et une inclusion
cristalline qui seront libérées lors de 1’éclatement de la cellule. La sporulation est une

manifestation physiologique de la bactérie soumise a des conditions environnantes difficiles.

3
PHASE ACTIVE

CROISSANCE
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Figure 10: Schématisation du cycle de vie de Bacillus thuringiensis israelensis (Lacoursiere &
Biosvert, 2004).

Légende : 1) Germination : réhydratation de la spore, 2) Germination : production de la cellule

végétative, 3) Croissance et multiplication des cellules végétatives, 4) Sporulation :formation de

la spore (s) et de I’inclusion cristalline (¢ ), 5) Lyse : éclatement de la cellule végétative et

libération de la spore et de I’inclusion cristalline, 6) Période de dormance : la spore résiste aux

conditions défavorables.

1.5.2 Bacillus sphaericus souche 2362, ABTS 1743
1.5.2.1- Caractéristiques générales

Bacillus sphaericus est un bacille Gram-positif, aérobie strict, mésophile, a métabolisme
oxydatif, qui forme une spore sphérique et déformante en position terminale (figure 11). La souche
2362 a été isolée pour la premiere fois en 1981 a partir de mouches noires adultes Simulium
damnosum au Nigeria (Sinégre et al., 1990). Elle est retrouvée dans les sols, les sédiments marins
et dans I’eau douce (Park et al., 2008).

En ce début du 21° siecle, on compte plus de 300 souches de Bsph qui proviennent de différentes
sources et dont 17 présentent des toxicités différentes (Su, 2008). Parmi celles-ci, trois ont fait
I’objet de recherches intensives car elles présentaient des toxicités plus élevees pour certaines
especes de larves de moustiques (Zahiri et al., 2004 ; Su, 2008). Le cycle de vie de Bsph est le

méme que celui de Bti.
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Spore

Figure 11: Schéma de Bacillus sphaericus en cours de sporulation, montrant la spore (forme de
résistance) et le cristal protéique contenant les toxines actives sur les larves de moustiques
(Lacoursiére & Boisvert 2004).

1.5.3.-Mode d’action du vectoMax G

Aprés ingestion d’un rapport spécifique de protoxine de Bti et de Bsph contenue dans une
microparticule, par une larve de moustique, ces protoxines sont activées sous ’action du milieu
alcalin de I’intestin moyen de I’anophé¢le. Grace aux enzymes protéolytiques larvaires, les
protoxines seront décomposées en fractions actives de polypeptides qui vont se fixer sur les
cellules de I’intestin moyen de la larve d’anophele, entrainant ainsi la lyse de ces cellules

intestinales et la mort (figure 12).

Paroi intestinale

Perforation de la paroi
intestinale par I'action

de la toxine
Cavité interne

Estomac

Protoxine du vectomax

Figure 12: Mode d’action de Bacillus thuringiensis israelensis et Bacillus sphaericus
(Technical use bulletin, 2018).

1.5.4-Parametres influencant I'efficacité des bacilles

Plusieurs parameétres peuvent influencer I’efficacité du Bti et du Bsph sur le terrain ce sont :

- les espéces d’anophéles. Celles-ci montrent différents niveaux de susceptibilité vis-a-vis
des cristaux des bacilles. Ces différences de susceptibilité observables aussi a I’intérieur d’un
méme genre de moustiques seraient dues aux variations comportementales et physiologiques. La
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fagon dont les différentes espéces de moustiques s’alimentent serait I’une des causes principales
des variations de susceptibilité observées ;

- les stades larvaires. En général chez la plupart des espéces de moustiques étudiées, les
larves les plus jeunes (L1, L2, L3) sont les plus susceptibles aux bactéries. Celles de stade IV ne
se nourrissent que tres peu, car elles commencent la nymphose; les nymphes sont totalement
insensibles aux cristaux bacillaires puisqu’elles ne s'alimentent pas (Mulla et al., 1990, Nayar et
al., 1999) ;

- latempérature ambiante. Habituellement, une méme quantité de cristaux induit un taux
de mortalité inférieur en eau froide qu’en eau chaude (Becker et al.,1993 ; Nayar et al., 1999).
Cette baisse de toxicité est imputable a une réduction de I’activité métabolique observée lorsque
I’insecte est exposé a des températures s’approchant de la température minimale a laquelle on le
retrouve normalement dans la nature ;

- le couvert végétal. La présence de végétation en périphérie et au-dessus d'une mare d’eau
peut intercepter les formulations liquides pulvérisées, les poudres ou les granules lors de leur
application, ce qui réduit la disponibilité en cristaux bacillaires ;

- la présence de courants. Dans une mare d’eau, la présence d'un apport d'eau substantiel
diminue la disponibilité des cristaux et induit une dilution (réduction du nombre de cristaux par

volume d'eau) qui déplace la masse d'insecticide hors de la zone traitée.
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I1.1. Site d’étude

Notre étude s’est deroulée dans la ville de Yaoundé, capitale politique du Cameroun, chef-
lieu de la région du Centre et du département du Mfoundi. Yaoundé comporte 7 arrondissements
et est située a 3°52°12 de latitude Nord ,11°31°12 de longitude Est (Yogo, 2005).

Le climat de Yaoundé est de type équatorial. Il se caractérise par des pluies abondantes
(jusqu’a 1600 mm/an), une température moyenne annuelle de 23°C et I’existence de 4 saisons
inégalement réparties et alternant comme suit : une grande saison seche (GSS) qui va de mi-
novembre a mi-mars, une petite saison des pluies (PSP) qui s’étend de mi-mars a fin juin, une
petite saison seche (PSS) qui va de juillet a ao(t et une grande saison pluvieuse (GSP) s’étendant
de septembre & mi-novembre (Suchel, 1988).

La population de la ville de Yaoundé est estimée a environ 3 millions d’habitants ; elle a
subi une croissance démographique importante ces dernieres années (BUCREP, 2015). Cette forte
croissance démographique s’est accompagnée d’une occupation anarchique de 1’environnement,
notamment celles des versants fragiles des collines (risques d’éboulement) et I’occupation des
bas-fonds marécageux exposés aux risques d’inondations (Djamouko et al., 2019). L’urbanisation
rapide et anarchique dans ces bas-fonds, le mauvais drainage des eaux usées, et la pratique de
I’agriculture ont contribué a la création de nombreux gites larvaires de moustiques (Djamouko et
al., 2019). A cet effet, 14 quartiers (figure 13) ont été choisis de facon aléatoire dont 7 quartiers
ou se sont effectués les traitements et 7 quartiers contrdlé pour évaluer I’efficacité des traitements
larvicides. Les caractéristiques telles que la densité des moustiques, le taux d’infestation des
moustiques, le taux d’inoculation entomologique, 1’indice sporozoisque, le taux d’agressivité, la
présence d’un cours d’eau, 1’étendue du site situé au bas fond, la présence des champs ont orienté
le choix de ces 14 sites d’étude (Doumbe et al., 2018).
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Figure 13: Localisation des sites traités et des sites témoins dans la ville de Yaoundé (OCEAC).

11.2- Matériel

11.2.1- Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans cette étude était constitué des larves de moustiques et

du larvicide biologique vectoMax G.

11.2.2- Autres matériel

Les autres matériels sont de 3 principaux groupes :

- le petit matériel constitué principalement de la verrerie. On peut citer la louche et les
assiettes en aluminium (pour bien visualiser les larves) servant a la collecte des larves, les pipettes
Pasteur servant a prélever les larves, les embouts et micropipettes servant a mesurer les quantités
de réactifs a utiliser, et les tubes Eppendorf de 1,5 ml qui ont permis la conservation des larves de
moustiques. Un GPS de marque Garmin Map 64s a permis le relevé des coordonnées
géographiques des gites ;

- les réactifs: il s’agit des produits utilisés lors des études au laboratoire ; on cite : 1’éthanol
100% qui a permis la conservation des larves en bon état ; la solution tampon de Livak, les
amorces oligonucléotidiques et I’eau distillée.

L’appareillage qui a permis de réaliser cette étude était constitué :
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- d’une centrifugeuse réfrigérée de marque Labnet model Prism R pour I’extraction de
I’ADN ;

- d’un thermocycleur de marque BIOER Genetouch (Applied Biosystems) dans
lequel la réaction de PCR a été effectuée ;

- d’une cuve a électrophorese de marque Appleton Woods pour la migration
électrophorétique ;

- d’un micro-onde pour la préparation du gel d’agarose ;

- d’un spectrophotométre de marque Enduro® TM muni d’un révélateur a UV pour

visualiser les bandes aprés la migration électrophorétique.

11.3- Méthodes

11.3.1- Prospection des gites larvaires

De septembre 2018 a novembre 2019, les gites larvaires ont été prospectés dans les
différents quartiers de la ville de Yaoundé en recherchant tous les points d’eaux stagnantes
pouvant abriter les larves de moustiques. Pendant cet exercice, les larves ont été recherchées a
I’aide d’une louche en aluminium et/ou d’une assiette selon la méthode de « dipping » (Service,
1993). Le protocole d’échantillonnage larvaire a consisté a réaliser 5 louchées dans les gites de
petite taille (3m?2) par le dipping, ou 10 louchées pour les gites de grande taille (10m?). Les clés de
Gillies & De Meillon (1968) ont servi de base pour identifier les larves d’Anophelinae (qui au
repos restent paralléles a la surface de 1’eau) des autres Culicidae collectés. Les gites ont été géo-
localisés a 1’aide d’un GPS de marque Gamin Map 64s et les caractéristiques du gite (telles que la
taille, la présence ou I’absence des larves de moustiques et la densité des différents stades larvaires
dans les gites positifs) ont été enregistrées. La prospection a été faite toutes les deux semaines

dans les quartiers traités et une fois par mois dans les quartiers non traités par le vectoMax G.

11.3.2- Traitement des gites larvaires

Tous les gites identifiés (positifs et négatifs) ont été traités par épandage uniforme du
vectoMax G a la surface de I’eau. La quantité de larvicide a été fonction de la surface du gite, du
mélange des genres (Culex, Aedes et Anopheles), du type de gite larvaire (pollué ou non) et de la
période de traitement. Pour une surface d’eau mesurant environ 1mz2, d 500 & 1500mg de vectoMax

G ont été nécessaire pour le traitement du gite.

11.3.3- Evaluation des gites larvaires

Les gites larvaires ont été prospectés de nouveau 48 heures apres traitement afin de

déterminer I’efficacité du larvicide. Cette évaluation a été faite deux fois par mois pour les sites
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traités et une fois par mois pour ceux non traités. Pendant cet exercice, les caractéristiques des
gites (taille, présence des larves de moustiques (anophéles/culex), densité larvaire et stades de

développement des larves d’anophéles) ont encore été enregistrées.

11.3.4- Collecte et conservation des larves

Les larves d’anophéles ont été collectées a 1’aide d’une pipette, dans 5 gites positifs choisi
de facon aléatoire dans chacun des 14 quartiers (figure 14) et introduites dans des bouteilles en
plastique étiquetées en fonction des quartiers. Elles ont été acheminées au laboratoire 1’Institut de
Recherche de Yaoundé situé a OCEAC. Une fois au laboratoire, ces échantillons ont été introduits
dans un tube Eppendorf de 1,5 ml contenant de 1’éthanol a 100% puis placés dans un réfrigérateur

a -20°C pour des analyses ultérieures de biologie moléculaire.

S ———
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Figure 14: Collecte des larves par la méthode de « dipping » (Service, 1993).

11.3.5- Analyses de laboratoire
11.3.5.1- Extraction de I’ADN sur les larves de moustique

En moyenne 15 larves d’anopheles (préférentiellement celles de stades 2,3 et 4) par
quartier ont servi pour des identifications moléculaires. L’extraction de I’ADN a été faite selon le
protocole Livak (Livak, 1984).

Le tampon de broyage, appelé solution de Livak, a préalablement été préparé avec 1,6 ml
de NaCl 5 M, 5,48 g de Sucrose, 1,57 g de Tris, 10,16 ml d’acide éthyléne diamine tétra-acétique
(EDTA) 0,5 M et 2,5 ml de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS 20%) ; I’ensemble a été ramené a un
volume de 100 ml avec de I’eau distillée (dH20) puis filtré, stérilisé et conservé dans des aliquotes
a-20°C.
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La procédure d’extraction a consisté a broyer un échantillon de larve a I’intérieur d’un
tube Eppendorf de 1,5 ml a I’aide d’un broyeur électrique, dans 100 pL de tampon Livak
préchauffé a 65°C ; ensuite le broyat a été incubé a 65°C dans un bain marie pendant 30 min afin
de dénaturer les nucléases. Une fois le temps d’incubation expiré, une micro-centrifugation a été
effectuée (environ 15 secondes) ; 14 uL d’acétate de potassium 8 M ont été ajoutés pour purifier
le broyat et le tout a été mélangé a 1’aide d’un vortex. Ce mélange a par la suite été porté a une
seconde incubation sur glace pendant 30 min. Aprés quoi, les tubes ont été placés dans une
centrifugeuse a 13500 tours/min pendant 20, min a 4°C, afin de précipiter les débris cellulaires et
les protéines dénaturées. Le surnageant a été transféré dans un nouveau tube Eppendorf stérile
antérieurement étiqueté ; 200 puL d’éthanol a 100% Yy ont été rajoutés afin de précipiter I’ADN.
Une deuxiéme centrifugation a éte effectuée a 13500 tours/min, & 4°C, mais pendant 15 min ; le
ringage s’en est suivi en utilisant 100 pL d’éthanol 70% glace afin de débarrasser délicatement le
culot de toute impureté. Par la suite, ces tubes ont été sechés sur la paillasse pendant environ 1h,
le culot séché a I’air ambiant a été suspendu dans 100 pL d’eau distillée. Une étape d’incubation
a 65°C pendant 10 min dans un bain-marie suivie d’un mélange au vortex mixeur a cloturé le
processus d’extraction. Les extraits d”’ADN ont été conservés dans un congélateur a -20°C jusqu’a

leur utilisation.

11.3.5.2- Identification moléculaire des especes du complexe An. gambiae s.1.

Le protocole utilisé pour I’identification des espéces du complexe An. gambiae s.l. est la Short
INterspersed Elements Polymerase Chain Reaction (SINE-PCR) (Santolamazza et al., 2008) ; il
repose sur 2 phases essentielles a savoir I’amplification de ’ADN ribosomal et la migration

électrophorétique.

> Amplification de ’ADN ribosomal

La réaction de polymérisation en chaine est basée sur I’amplification spécifique d’une région
d’ADN qui code pour la synthese des ARN ribosomaux dont on connait la séquence nucléotidique.
Le milieu réactionnel ou mix (tableau 1) est constitué par I’ADN a amplifier, les amorces
oligonucléotidiques specifiques (S200 X6F et S200 X6R), les dinucléotides triphosphates
(dNTPs) et le magnésium (MgCI2) indispensable au fonctionnement de I’ADN polymérase

thermoresistante (Taq ADN polymérase).
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Tableau I : Préparation du milieu réactionnel (mix)

Réactifs Concentration finale Volume pour une réaction a 15uL
Tampon de Tag 10X 1X 1,5uL

TagADN polymérase (5U/uL) 0,04 Ul/uL 0,12 pL

DNTPs (25 Mm) 0,2 Mm 0,12 uL

MgClz (25mM) 1,25 mM 0,75 pL

ddH-0 - 10,49 pL

S200 X6F (10 mM) 0,34 mM 0,51 pL

S200 X6R (10 Mm) 0,34 mM 0,51 pL

ADN - 1pL

Total - 15 uL

Dans un thermocycleur, un programme de cycles de températures a été établi ; la solution
(mix) a été soumise a la PCR proprement dite qui se déroule en 3 phases (figure 15). Une phase
de dénaturation a haute température (95°C), au cours de laquelle les deux brins de I’ADN se
séparent ; une phase d’hybridation, en descendant la température a 54°C, au cours de laquelle les
amorces s’apparient (s’hybrident) par complémentarité a leurs séquences cibles sur I’ADN ; enfin,
une phase d’élongation & 72°C qui correspond a la synthése des brins d’ADN complémentaires
par la Tag ADN polymérase qui ajoute des desoxynucléotides triphosphates a la suite des amorces.
Ainsi, apres une dénaturation initiale de 5 minutes & 95°C, 35 cycles d’amplification ont été
réalisés (30 secondes a 95°C, 30 secondes a 54°C, 1 minute a 72°C) suivis d’une élongation finale
de 10 minutes & 72°C.

L
Dénaturation Hybridation Elongation

- s
- -

P
>

A

Figure 15: Programme d’amplification de la PCR SINE pour identification des espéces du

complexe An. gambiae s.| (Santolamazza et al., 2008).

» Migration électrophorétique

- Préparation du gel d’agarose
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L’¢lectrophorese a été réalisée sur un gel d’agarose a 1,5% a cet effet, 1,5g d’agarose a été
pesé et introduit dans un erlenmeyer en verre. Ensuite 100 ml de tampon Trisacétate-EDTA 1X
(TAE) ont été mesureés a I’aide d’une éprouvette graduée ; le melange (Agarose + TAE 1X) a été
porté a eébullition dans un appareil & micro-onde chauffant & 250°C pendant 2 & 3 minutes jusqu’a
obtention d’une solution translucide. Dans la préparation, progressivement refroidie par trempage
dans un bac d’eau froide, 1 pL de Midori Green (pour la visibilité aux UVs) a été ajouté suivi
d’une légére agitation. Le gel a alors été coulé dans un bac a électrophorese sur lequel des peignes
ont été préalablement installés. Apres refroidissement a température ambiante pendant 30 min, les
peignes ont été retirés pour obtenir les puits ou seront logés les échantillons d’ADN amplifié. Le
gel ainsi préparé a été immergé dans une cuve a électrophorése contenant un tampon de migration,
le TAE 1X.

- Distribution des échantillons et migration électrophoretique

Cette étape a consisté a distribuer dans chacun des puits 3 pL du produit PCR mélangé au
bleu de charge (bleu de bromophénol 0,25% +bleu de xyléne cyanol 0,25% + sucrose 4% +eau
distillée) préalablement déposé sur un morceau de parafilm en plusieurs réplicas de 1 uL. Le bleu
de charge a pour role d’entrainer I’ADN au fond du puits mais également de contréler le front de
migration. Sur chaque gel, 3 pL du marqueur de poids moléculaire (Hyperladder 100 pb) a été
déposé dans le premier et/ou dernier puits de chaque rangée, ainsi que les témoins négatifs (14 pL
de mix et 1 pL de sigma water sans ADN) et positif d’amplification. Par la suite, la cuve a été
refermée et reliée a un générateur de courant continu (stabilisé a 120 V-150 V) pour une migration

a 45 minutes.

- Interprétation des génotypes sur la base des fronts de migration

Apreés la migration électrophorétique, ce gel a été placé dans un spectrophotomeétre muni
d’un révélateur a ultra-violets pour la visualisation des bandes matérialisant le front de migration

de I’ADN amplifié ; une photographie a été réalisée et interprétée.
11.3.6- Analyse statistique des données

Les données obtenues a 1’issue de ce travail ont été saisies dans le logiciel Excel 2016.
Ceci a permis I’¢élaboration de la base de données et la construction de graphes. L’importation de
certaines données d’Excel vers le logiciel R version 3.5.2 a également permis la construction
d’autres graphes.

Le logiciel Medcalc version 19.2.1 nous a permis de faire le test 2 pour la comparaison
des proportions des gites positifs a anopheles pendant les phases de traitements avec ceux des

phases d’évaluations ; des gites positifs a anophéles dans les sites traités apres traitement avec
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ceux des sites témoins ; des gites positifs en saison des pluies avec ceux de la saison séche dans
les sites traités et témoins ; des especes An. coluzzii et An. Gambiae s.s. dans les sites traités et
témoins et les différences ont été considérées significatives pour les valeurs de P < 0,05.

Le logiciel ArcGIS a permis 1’élaboration de la carte de localisation des sites traités et des
sites témoins dans la ville de Yaoundé.

Le taux de réduction qui montre I’efficacité du traitement dans les quartiers traités a été
calculé grace a la formule :

%R % gites positifs pendant traitements — % gites pendant évaluations
0 =

% gites pendant traitements

Le taux de réduction dans les sites traités et ttmoins avant et pendant ’intervention a été calculé
par la formule de Mulla et al., (1971) :

YoR = 100—CTTX 100
2 1

ou
C1: le nombre de gites positifs dans les quartiers témoins avant le traitement,
C2 : le nombre de gites positifs dans les quartiers témoins pendant le traitement,
T1 : le nombre de gites positifs dans les quartiers traités avant le traitement et

T2 : le nombre de gites positifs dans les quartiers traités pendant le traitement.
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111.1- Résultats

I11.1.1- Caractérisation physique, biologique et environnementale des gites larvaires
d’anopheles

Au cours des prospections, un minimum de 5 gites larvaires par quartier retrouvés avec les
larves d’anopheles a été décrits. Les caractéristiques des gites telles que la taille, la présence de
vegeétation a la surface d’eau, d’algues ou de prédateurs étaient relevées. Au total 70 gites ont été
caractérises sur cette base (tableau 2). Les larves d’ Anophelinae ont colonisé une large gamme
de gites dont les mares (67,14%), les empreintes de pas (10%), les rigoles (5,71%), les sillons
(11,43%) ainsi que les puits (4,29%) et les réservoirs artificiels (1,43%).
Tableau I1: Caractéristiques générales de gites larvaires retrouvés avec les larves d’anophéles

dans les quartiers traités et témoins.

Sites traités Sites
témoins
Parametres Variables Caractéristiques N1 Gites N2 Gites
positifs positifs

(%) (%)

Types de gites Temporaire 32 91,43 31 88,57

Physiques Permanent 3 8,57 4 11,43

Surface < 1m?2 28 80 8 22,86

1-10m? 7 20 27 77,14

Densité Faible (<50 larves) 15 4286 6 17,14

larvaire Forte (>50 larves) 20 57,14 29 82,86

Poissons Présents 0 0 0 0
Biologiques larvivores Absents 35 100 35 100

Algues Présents 25 71,43 12 34,29

Absents 10 2857 23 6571

Surface d’eau < 50% 27 77,14 29 82,86

couverte par la > 50% 8 2286 6 17,14
végeétation

Distance au <10m 31 8857 27 77,14

Environnementales  domicile le 10-100m 4 1143 8 22,86
plus proche

Dans les sites traités, ceux a anopheles ont été pour la plupart temporaires (91,43%),
caractérisés par de petites tailles (80%) et dépourvus de prédateurs ¢’est-a-dire poissons larvivores
(100%). De méme une forte présence d’algues (71,43%) et une faible couverture de la surface
d’eau par la végétation (77,14%) ont eté notées. Les gites a anopheles avaient pour la plupart

(57,14%) une forte densité larvaire (>50 larves).
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Concernant les quartiers témoins, les gites ayant servi de collecte ont été en tout
temporaires (88,57%) et la majorité (77,14%) avait une surface qui variait de 1-10m2. 82,86% de
la surface d’eau était faiblement recouverte de végétations (82,86%). Une absence de poissons
larvivores (100%) et d’algues (65,71%) ont été observés. Les gites avaient une forte densité

larvaire (=50 larves).

111.1.2- Distribution des gites larvaires d’anophéles dans les quartiers traités et témoins

Aprés 13 mois de prospections et de traitements des gites larvaires dans 14 quartiers de la
ville de Yaounde, 89618 gites larvaires de moustiques ont été retrouvés. Dans les quartiers traites,
la fréquence des gites avec les larves d’anophelinés a varié en fonction de la phase de traitement
ou d’évaluation. Avant la phase des traitements, la proportion de gites positifs a anophéles était
de 1,6% ; a la phase d’évaluation cet proportion est passée a 0,35%. Dans les quartiers témoins,
sur les 10857 gites prospectés, 1132 gites (10,43%) avaient des larves d’anophe¢les (tableau I11).
La faune culicidienne récoltée était essentiellement constituée de larves d ’Anopheles gambiae s.1.

Tableau I11: Distribution des gites larvaires en fonction du statut traité et témoin des sites.

Gites
Prospectés Positifs a anophéles
Avant Aprés Avant Apreés
Quartiers traités 50213 28548 804 (1,60%) 102 (0,35%)
Quartiers témoins 10857 1132 (10,43%)
Total 89618 2038 (2,27%)

111.1.3- Efficacité des traitements larvicides sur les gites d’anophéles

L’évaluation de I’efficacité des traitements a consisté a vérifier si les traitements réduisaient
effectivement la présence de larves dans les mares d’eau. Ceci s’est fait en comparant les
proportions de gites retrouvés avec les larves d’anophéles avant la phase des traitements a ceux

trouvés avec les larves 48 heures lors de 1’évaluation.

111.1.3.1- Variation mensuelle de I’efficacité des traitements

L’analyse de I’efficacité des traitements a montré une nette variation en fonction des mois.
Au cours des mois de mars, juin, juillet, octobre et novembre 2019 une forte réduction du
pourcentage des gites positifs a été observée apreés traitement (x> = 250,825 ; P = 0,0001) tandis

qu’en novembre 2018, fevrier, ao(t et septembre 2019 une réduction moins importante a éte notée.
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Figure 16: Variation des pourcentages moyens des gites positifs a anophéles avant et apreés le

traitement en fonction des mois.

111.1.3.2 - Efficacité des traitements larvicides en fonction des quartiers traités

La figure 17 présente 1’efficacité des traitements en fonction des quartiers. Elle permet de
verifier si certains quartiers ont éte plus accessibles que d’autres et identifier au besoin les facteurs
qui peuvent justifier cet état de chose. De ces analyses, il ressort une forte réduction des gites a
anopheéles dans tous les quartiers (x> = 250,825 ; P = 0,0001). Les gites positifs ont diminué de
804 (1,60%) a 102 (0,5%) montrant ainsi un taux de réduction de 78,13%. Toutefois, la réduction
des gites a anopheles était moins importante dans les quartiers Tsinga, Essos et Mendong
comparés aux autres quartiers ce qui suppose des difficultés a traiter tous les gites larvaires a

moustiques par les équipes de traiteurs travaillant dans ces quartiers.
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Figure 17: Variation des pourcentages moyens des gites positifs a anophéles avant et apres le

traitement en fonction des quartiers traités.

111.1.4 — Evaluation de ’impact des traitements sur la dynamique de colonisation des gites
larvaires avant et apres les traitements dans les quartiers traités et témoins

Avant la mise en ceuvre de la lutte anti-larvaire, il a été constaté que les gites avec les
larves d’anophéles avaient une distribution comparable dans les quartiers traités et témoins (figure
18).
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Figure 18: Variation des pourcentages moyens des gites positifs a anopheles avant et aprés

I’intervention du biolarvicide.
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Le tableau IV nous montre que la mise en ceuvre des traitements a conduit a une
réduction significative (82,65%) de la fréquence des gites larvaires positifs & anophéles dans
les quartiers traités compares aux quartiers non traités, avec une réduction de la proportion
des gites positifs a moins de 1% dans les quartiers traités (y> =303,923 ; P = 0,0001). Dans les
quartiers témoins, la fréquence des gites a anophéles a varié de 10 a 30% avant les traitements

et de 5 & 20% pendant la période des traitements.

Tableau IV: Comparaison de la fréquence des gites dans les sites traités et témoins avant et

pendant ’intervention.

Taux de
Avant intervention Apres intervention réduction
(%)
Sites Nombre Nombre Pourcentage Nombre Nombre Pourcentage
total de total de (%) gites total de total de (%) gites
gites gites positifs a gites gites positifs a
prospectés positifsa  anophéles  prospectés positifsa  anophéles
anopheles anophéles 82 65
Traités 4398 600 13,64 28548 102 0,36
Témoins 5175 1155 22,32 10857 1132 10,43

111.1.5 — Evaluation de ’impact des traitements larvicides sur la distribution saisonniére des

gites larvaires a anophele avant et apres ’intervention dans les quartiers traités et témoins

Avant la mise en ceuvre des traitements, la proportion des gites positifs a varie de 7,1% en
saison seche a 17,03% en saison des pluies dans les quartiers traités. Dans les quartiers témoins,
cette fréquence des gites avec anophele a varié de 13,94% en saison séche a 25,9% en saison des

pluies (figure 19.A).

Apres les traitements, la proportion de gites larvaires avec les larves d’anophéles était de
0,43% dans les quartiers traités contre 11,72% dans les quartiers témoins comme I’illustre la figure
19B. En saison seche, une diminution significative des gites positifs a anophéle a 0,19% apres les
traitements larvicides a été observée dans les sites traités (x2 = 9,529 ; P = 0,002). Dans les sites
témoins, les gites positifs a anopheles ont été plus fréquents (11,72%) en saison des pluies qu’en
saison séche (y2 = 72,249 ; P = 0,0001).

33



m Sites traités m Sites témoins

L 30 a
'E 25,9
e 25 -
)
s ”
o -
E 17,03
c\? 15 L 13,94
&
Rl 7.1
2
S
-

0

saison des pluies saison seche

14 m Sites traités m Sites témoins B
-
2 11,72
= 12
e
S 10
&
~ 8|
<
@ 6
=1 1]
E
S 4T
=
g 2 | :
e 0,43 0,19

0 l — ]

saison des pluies saison seche

Figure 19: Variation de la fréquence saisonniére des gites larvaires : (A) avant I’intervention, (B)

apres I’intervention.

111.1.6- Evaluation de I’impact des traitements larvicides sur la composition du complexe

Anopheles gambiae s.1

Seules deux espéces appartenant au complexe Anopheles gambiae s.I. ont été retrouvées
au cours de cette étude en ’occurrence, An. gambiae et An. coluzzii. Les identifications
moléculaires effectuées sur 349 échantillons ont montré que 280 spécimens soit 86,96 % étaient
An. coluzzii et 42 spécimens soit 13,04 % étaient An. gambiae ; aucun hybride n’a été enregistré.
Avant le début des traitements, on a noté une forte dominance d’An. coluzzii (93,65%) dans tous
les quartiers traités et une faible fréquence d’An. gambiae (6,33%). Aprés la phase les traitements,
la composition des espéces a été la méme malgré une diminution significative d’An. coluzzii
(85,71%) (32 = 6,147 ; P = 0,01) (figure 20).
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Figure 20: Variation de la fréquence des espéces du complexe Anopheles gambiae s.l avant

et apres la lutte anti-larvaire dans les quartiers traités.

Concernant les sites témoins avant 1’intervention, An. coluzzii était toujours 1’espeéce
dominante devant An. gambiae. Aprés I’intervention une 1égére diminution non significative d ’An.
coluzzii (88,31%) ( x*> = 0,866 ; P < 0,352) et une Iégére augmentation non significative d’An.
gambiae (11,69%) (x> = 0,099 ; P < 0,752) ont été enregistrées (figure 21).
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Figure 21: Variation de la fréquence des gites peuplés des especes du complexe Anopheles
gambiae s.l avant et apreés la lutte anti-larvaire dans les quartiers témoins.
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111.1.7- Distribution des membres du complexe Anopheles gambiae s.I en fonction des
quartiers

Dans les quartiers traités, I’espece An. coluzzii a été majoritaire dans tous les sites d’étude
par rapport a I’espéce An. gambiae s.s qui, lui a été faiblement représenté exception faite a Tongolo
(figure 22.A).

Concernant les sites témoins, An. coluzzii a été fortement représenté dans tous les sites de
collecte de la ville par rapport & An. gambiae dont les fréquences se sont révélées faibles (figure
22.B).
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Figure 22: Composition du complexe Anopheles gambiae s.I. (A) quartiers traités ; (B)

quartiers témoins.
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111.2- Discussion
Les caractéristiques physiques, biologiques et environnementales des gites larvaires ont

varié en fonction du statut du site et du quartier. Dans les sites traités, les anopheles ont été plus
retrouvés dans les mares d’eau temporaires. La préférence d 'An. gambiae pour les collections
d’eau temporaires et ainsi que pour des gites inhabituels tels que les récipients et fosses septiques
a éteé signalée par les études précédentes dans laméme ville (Antonio-Nkondjio et al., 2011 ; Nana,
2017) et ailleurs (Mbida et al., 2016 ; Tia et al., 2016). Les larves d’anophé¢les ont également éte
retrouvées dans des gites sans prédateurs (poissons larvivores). Ce qui montre le rdle de
régulateurs que peut jouer ces organismes sur les populations de moustiques. Les études menées
par Munga et al. (2006) au Kenya ont montré que la présence de prédateurs dans les mares d’eau
influencait le choix du site d’oviposition par les femelles gravides ¢ ’An. gambiae s.s. Des essais
d’utilisation de poissons larvivores pour le controle des populations de moustiques ont été
entrepris dans différentes régions du monde avec des succes mitigés jusqu’ici (Walshe et al.,
2017). Toutefois 1’utilisation de prédateurs reste une méthode qui peut aider a contréler les
populations de moustiques. La plupart des gites a anophéles retrouvés avait la surface d’eau
dépourvue de végétation. Cette situation pourrait étre liée au fait que la végétation peut abriter un
grand nombre d’espéces qui peuvent étre des compétiteurs ou des prédateurs pour les larves
(Rajendran & Reuben, 1991 ; Grillet, 2000). Il a cependant été noté une forte présence d’algues
dans les gites avec larves d’anophéles, cette situation pourrait étre liée au fait que les algues
constituent des sources d’aliments pour les larves (Mwangangi et al., 2007 ; Kipyab et al., 2015).
La majorité des gites larvaires a été retrouvée prés des maisons d’habitation (< 10 meétres). Ces
données sont en accord avec les études précédentes (Antonio-Nkondjio et al., 2011 ; Djamouko-
Djonkam et al., 2019) et montrent le rdle prépondérant joué par les activités humaines dans la
création des gites a moustiques. Les activités tels que le lavage de véhicules, la pratique de
I’agriculture, les constructions des habitations dans les zones marécageuses, 1’absence de curetage
des rigoles ou ’absence de nettoyage et d’¢limination des déchets ont été rapportées créer des
conditions favorables au développement des moustiques (Awolola et al., 2007 ; Djouaka et al.,
2008 ; Tene et al., 2012). Par ailleurs la présence des gites a moustiques pres des habitations
suppose une faible dispersion du vecteur An. gambiae s.I. dans la ville de Yaoundé. Des
observations similaires ont été rapportées pour I’espéce An. arabiensis a Dakar au Séenegal qui ne
se disperserait pas a plus de 300m de ses gites en zone urbaine (Trape et al., 1992).

Au cours de cette etude un nouveau larvicide combinant Bacillus thuringiensis israelensis
et Bacillus sphaericus a été utilisé pour le contrdle des populations de moustiques. Cette étude a
montré un impact significatif des traitements sur les populations d’anophé¢les avec une réduction

de I’ordre de 70 a 82,65% des gites larvaires avec larves d’anophéles. Au cours de 1’étude, des
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diminutions significatives de la proportion des gites positifs & anopheles ont été observées apreés
chaque application du larvicide avec des mois ou le taux de réduction était presque de 100%. Ces
résultats sont en accord avec les études menées sur le continent Africain (Kandyata et al., 2012 ;
Kacou, 2015 ; Diédhiou et al., 2017) qui ont montré une bonne efficacité de la lutte anti-larvaire
a I’aide de biolarvicide dans le controle des populations de moustiques et la transmission du
paludisme a I’homme (Fillinger et al., 2009 ; Geissbuhler et al., 2009 ; Fillinger & Lindsay, 2011 ;
Maheu & De Castro, 2013 ; Afrane et al., 2016). Face a la montée de la résistance des vecteurs
aux insecticides, aux changements de comportements de vecteurs et a la faible utilisation des
moustiquaires imprégnées (Ranson et al., 2011 ; Bamou et al., 2019), la lutte anti-larvaire peut
constituer un moyen efficace pour le contréle des populations de moustiques particulierement si
elle est bien menée (WHO, 2013). La ville de Yaoundé composée d’une succession de collines et
de vallées, offre un faciés idéal pour la mise en ceuvre de la lutte anti-larvaire. Dans la ville de
Yaoundé, plus de 90% des gites larvaires de moustiques sont retrouvés dans les basfonds ce qui
fait que des actions de lutte ciblées a ces zones pourraient significativement réduire les densités
de moustiques et la transmission du paludisme. Toutefois nous avons relevé au cours de notre
étude une différence en termes d’efficacité des traitements d’un quartier a un autre. Des quartiers
tels Essos, Mendong et Tsinga ont montré une persistance des gites a anopheles malgré la
fréquence des traitements ; cette situation releve la nécessité de mieux connaitre les particularités
de chaque site afin d’améliorer 1’efficacité des actions de lutte. Des activités telles que la pratique
de P’agriculture dans les basfonds marécageux, le defrichage de la végétation dans ces sites
pendant la saison seche, se sont avérées créer des gites importants pour les moustiques (Djamouko
etal., 2019). Il est également important de noter que la baisse de I’efficacité des traitements notée
en saison des pluies pourrait provenir du phénomeéne de lessivage des gites larvaires a la suite de
fortes pluies qui pourrait réduire la dose de larvicide disponible pour les moustiques dans les mares
d’eau. La présence d’autres organismes dans les gites tels les tétards qui pourraient consommer
les particules de larvicide réduirait sa disponibilité dans les mares d’eau. Ces limites ont été
relevées dans les études précédentes (Becker, 1992 ; Delogko, 2019).

Au Cameroun, il n’y a eu jusqu’ici que trés peu d’essais de lutte anti-larvaire par
I’utilisation de larvicide biologique. Les seules répertoriées jusqu’ici sont ceux de Barbazan et al.,
(1997) et Hougard et al., (1993) respectivement dans les villes de Maroua et Yaoundé qui ont
porté sur l’utilisation de Bacillus sphaericus pour le contrle des populations de Culex
quinquefasciatus. Ces études qui n’étaient que des essais préliminaires a petites échelles ont
permis de collecter des informations de base devant servir a la mise en ceuvre des expériences a

grande échelle.
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Les analyses moléculaires des larves d’anophéles récoltées sur le terrain ont indiqué la
présence de 2 espéces : An. gambiae s.s. et An. coluzzii appartenant au complexe An. gambiae s.1.
Anopheles coluzzii était I’espéce la plus abondante dans la ville de Yaoundé quel que soit le
quartier. Ces resultats sont en accord avec les études antérieures qui ont montré une bonne
adaptation de cette espéce a I’environnement urbain comparativement a An. gambiae s.s. (Wondji
et al., 2005 ; Kamdem et al., 2012 ; Tene et al., 2013, 2015 ; Nana, 2017 ; Kala, 2017 ; Doumbe-
Belisse et al., 2018 Djamouko-Djonkam et al., 2019).

Les traitements larvicides n’ont pas affecté la composition de la faune anophélienne dans
la ville de Yaoundé malgré qu’une légére augmentation d’An. gambiae s.s. a été noté apres
I’intervention. Cette augmentation, qui a été également observée dans les quartiers témoins, ne

saurait étre attribuée a 1’effet des traitements mais plutdt a des variations saisonnieres.
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Au terme de cette étude, on peut relever que la mise en ceuvre de la lutte anti-larvaire
dans la ville de Yaoundé s’est accompagnée d’une réduction de la fréquence des gites avec
anophéles. Méme si au cours de cette étude nous n’avons pas mesuré 1’impact de cette réduction
sur la transmission du paludisme a I’homme, il est fort probable que le niveau de réduction affecte
celui de transmission du parasite, du moustique a I’homme, de méme que I’incidence des cas
cliniques comme cela a pu étre démontré dans les études similaires conduites sur le continent.
Face aux défis qui entravent I’efficacité des mesures actuelles de lutte (moustiquaire imprégnée
d’insecticide notamment), la lutte anti-larvaire peut permettre un meilleur contréle des populations
de moustiques. Au Cameroun, cette lutte anti-larvaire est une mesure qui est intégrée dans le plan
stratégique du programme national de lutte contre le paludisme comme mesure complémentaire
pour le contréle du paludisme dans les grands centres urbains que sont Yaoundé et Douala. Il est
important des a présent que des stratégies de lutte intégrée soient de plus en plus implémentées
dans le pays pour ameliorer le contrdle des maladies a transmission vectorielle. Au-dela des
résultats obtenus, cette étude nous a permis de développer des capacités techniques qui peuvent

étre mises a profit dans la pratique de la lutte anti-larvaire en milieu urbain au Cameroun.

RECOMMANDATIONS
A T’issue de ces travaux, nous recommandons aux pouvoirs publics de :
- mettre un accent sur la sensibilisation des populations quant a 1’assainissement de
I’environnement, le drainage et une bonne gestion des eaux usees ;
- encourager ’implémentation de la lutte intégrée mettant en commun différentes interventions
telles que la lutte anti-larvaire pour un controle efficace des populations de moustiques et des

maladies a transmission vectorielle.
PERPECTIVES

Dans la suite de nos travaux, nous envisageons : d’étudier I’impact de la lutte anti-

larvaire sur les indicateurs épidémiologiques ainsi sur I’économie du pays.
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