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I INTRODUCTION

De toutes les affections parasitaires, le paludisme est la maladie & laquelle
I’humanité paie le plus lourd tribut. Pourtant ¢’est depuis la fin du 19°™ siécle que cette
maladie a été décrite au laboratoire et que le réle vecteur du moustique a été établi, suite
aux travaux de Charles Louis Alphonse Laveran d’une part et de Ronald Ross d’autre part
(Bruce-Chwatt, 1988, Danis et Mouchet, 1991). Ces données devaient étre confirmées plus
tard, précisant le role des femelles du moustique du genre Anopheles dans la transmission
des quatre espéces de Plasmodium responsables du paludisme chez I’homme. La maladie
sévit a |’état endémique dans pres de 100 pays et plus de 2,4 milliards de personnes v sont
encore exposées au risque. On estime 'incidence de la maladie dans le monde & 300-500
millions de cas cliniques. Entre 1,1 et 2,7 millions d’individus en meurent chaque année
dont 90% proviennent de |’ Afrique au Sud du Sahara (WHO, 1998a, Trigg et Kondrachine,
1998). A cela, s’ajoute le fardeau économique dont le coiit direct et indirect dans le monde
est passé de 800 millions de dollars américains en 1987 a prés de 2 200 millions en 1998
(Trigg et Kondrachine, 1998).

Dans les années 1950, 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) avait défini une
stratégie d'éradication de la maladie qui a obtenu, dans les zones de paludisme stable, des
résultats trés limités. Aussi la stratégie mondiale de lutte contre le paludisme privilégie

désormais le controle de la maladie (diminution de la mortalité et de la morbidité palustres)

en s’appuyant sur 4 éléments techniques :

assurer un diagnostic précoce et un traitement rapide des cas ;
- planifier et mettre en ceuvre des mesures de prévention sélective et durable portant
notamment sur la lutte antivectorielle ;
- déceler précocement, contenir ou prévenir les épidémies ;
- renforcer les moyens locaux en matiére de recherche fondamentale et appliquée.
L’un des obstacles majeurs & la mise en ceuvre de moyens de luttes fiables et
efficaces réside dans I’extréme variabilité des profils épidémiologiques de la maladie ainsi

que dans le manque cruel de moyens dans les pays les plus touchés. Au plan de la



recherche, la biologie des vecteurs et du parasite, les facteurs anthropiques ainsi que la
complexité de leurs relations les uns avec les autres nécessitent des investigations
supplémentaires. La résistance du parasite aux antimalariques est désormais un fait en
Afrique, ce qui pose de plus en plus de problémes pour trouver un traitement efficace. Le
vaccin en est toujours au stade de la recherche et de nouvelles méthodes de lutte moins
coliteuses sont nécessaires.

Le volet entomologique est une composante importante de la lutte antipaludique.
Un programme ambitieux d'éradication du paludisme dans les années 1950 en Europe du
Sud a conduit & des résultats spectaculaires (Coluzzi, 1992), a porter au compte d'une
stratégie de lutte intégrée prenant en compte :
- l'amélioration de I'habitat ;
- la séparation des habitats hommes/animaux ;
- la lutte antivectonielle ;
- Tacces aux soins ;

- la prise en charge systématique des cas.

La lutte antivectorielle par l'utilisation des Matériaux Imprégnés d'Insecticide (MII)
a montré ces dix derniéres années qu'on pouvait en Afrique réduire la morbidité palustre de
50 a 60% et la mortalite générale de 20% (Alonsq et al, 1991, Alonso et al, 1993,
D'Alessandro et al, 1995, Binka et al., 1996). Ceﬁe méthode de lutte basée sur la
participation active des communautés présente un rapport coit/efficacité théoriquement
supportable par les communautés. L'OMS recommande d’ailleurs aux états d'intégrer leur
utilisation dans les plans nationaux de lutte contre le paludisme. Si cette méthode permet
d'espérer qu'environ 500 000 enfants africains pourraient étre sauvés chaque année, sa
vulgarisation reste cependant confrontée a des problémes de faisabilité au plan
opérationnel. Se pose également le probléme de la résistance des vecteurs aux insecticides.

La résistance d’An. gambiae est apparue en Afrique de I’Ouest dés les premiers
traitements a la dieldrine (Mouchet, 1988). Elle semble avoir été largement induite par les

traitements agricoles et concerne I'Afrique (méme si la lutte antivectorielle contre le



paludisme peut avoir contribué ici ou la a l'augmentation de la résistance chez Anopheles
gambiae). Pour le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT), le premier cas de résistance en
Afrique a été signalé en 1967, soit environ 7 ans aprés l'arrét des campagnes pilotes
(Hamon and Garett-Jones, 1963, Hamon ef al., 1968). La encore, il s'agit d'une résistance
induite par l'utilisation massive du DDT sur le coton. Cette résistance ne concerne que
I'Afrique de 1'Ouest. En Afrique du Sud, a Madagascar, et dans d'autres régions du monde
(Thailande, Amérique du Sud) malgré des décennies d'utilisation continue du DDT en
pulvérisation intradomiciliaire, aucune baisse de sensibilité bien documentée n'a été
observée jusqu'a ce jour. En I’absence d’une surveillance réguliére, des données récentes
sur le statut de sensibilité d’An. gambiae aux organophosphorés (OP) et aux carbamates
font cruellement defaut, néanmoins des fovers de résistance au carbosulfan ont été reportés
récemment en Cote d’Ivoire (N'guessan et al., sous presse). Ces insecticides, quoique
gardant pour la plupart leur efficacité, ne peuvent malheureusement pas étre utilisés sur les
moustiquaires. Seuls les pyréthrinoides sont utilisés en imprégnation parce qu’ils sont peu

toxiques, exercent un effet excito-répulsif et agissent trés rapidement en assommant le

résistance a ces insecticides ont été reportés chez An. gambiae s.l. et chez An. funestus en
Afrique de I'Ouest, de I’Est et du Sud (Elissa ef al., 1993, Chandre et al., 1999, Diabaté,
1999, Ranson ef al., 2000a, Hargreaves ef al., 2000). Des études complémentaires en cases
expérimentales ont cependant montré qu’en dépit dé ce fort niveau de résistance, les
moustiquaires imprégnées restent toujours efficaces sur le terrain (Darriet ef al., 1999,
Carnevale Com. pers) en Afrique de I’Ouest.

La résistance aux insecticides est un caractére héréditaire dont I’évolution dans les
populations d’insectes repose sur la sélection d’alléles apparus soit par mutation spontanée,
soit par migration. Pour envisager une gestion de la résistance, il est indispensable de
connaitre la nature des mécanismes impliqués, leur mode de transmission et de dispersion
dans les populations d’insectes et d’évaluer I’importance des facteurs qui concourent a son

apparition et a son extension sur le terrain.



Sur le plan de la transmission du paludisme, de nombreuses études longitudinales et
pluridisciplinaires ont mis en évidence la complexité du systéme vectoriel impliqué dans la
zone afrotropicale (Hamon et al., 1956, Coluzzi, 1984, Mouchet et al, 1993). Dans la
grande majorité des cas, plusieurs espéces transmettent le parasite en méme temps ou de
facon alternée au cours de ’année. L écosystéme étant sujet a de constantes modifications,

1

cela peut avoir un impact considérable sur la compétence vectorielle des espéces déja
présentes, mais aussi recomposer la dynamique de la faune anophélienne du milieu. Cing
espéces sont considérées comme vecteurs d’importance majeure sur le continent africain.
Bien connaitre ces populations vectorielles et définir leurs interrelations est primordial
pour mieux comprendre les mécanismes de la transmission et, ainsi, pouvoir agir de
maniére efficace.

C’est sur la base de ces objectifs que nous avons étudié la transmission du
paludisme dans trois écosystémes différents au Sud-Ouest du Burkina Faso et la résistance
d’An. gambiae s.1. aux pyréthrinoides.

Nous allons présenter dans un premier temps quelques généralités sur les vecteurs
du paludisme en général et le complexe An. gambiae en particulier, mais aussi sur les
insecticides et les mécanismes de résistance développés par les vecteurs vis-a-vis des ces
molécules. Dans un deuxiéme temps, nous présenterons les résultats de nos recherches
d’abord sur la dynamique de la transmission dans les 3 écosystémes, puis sur la répartition
géographique et les variations spatio-temporelles de 15 résistance aux pyréthrinoides. Et

enfin, un dernier chapitre sera consacré a I’analyse des phénomeénes d’introgression des

genes de résistance au sein du complexe An. gambiae.
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RAPPELS ET GENERALITE!
2.1 Le paludisme au Burkina Faso

Le Burkina Faso est un pays intertropical a caractére soudano-sahélien nettement
marqué et couvre une superficie de 274 000 km” avec une population estimée & 10 millions

d’habitants. Le découpage de 1'année en saison se caractérise par l'alternance d'une saison

séche dont la longueur varie de 8 mois au nord 4 6 mois au sud et d'une saison humide ou



hivernage, de mai a octobre au sud, de juin a septembre au nord, avec des inter-saisons
plus ou moins marquées (Laclavere ef al., 1993). Le pays se divise en 3 régions
climatiques (figure. 1)

- La zone soudanienne au Sud avec 900 — 1 300 mm de précipitations cumulées sur 6

mois de Pannée,
- La zone soudano-sahélienne au Centre recevant 600-900 mm de précipitations par an.
- La zone sahélienne au Nord plus séche avec moins de 600 mm de précipitations.

Les températures mensuelles movennes se situent entre 25°C et 35°C et les
extrémes se rencontrent généralement au Nord du pays avec un maximum pouvant
atteindre par moments 45°C (Laclavére et al,, 1993).

Le paludisme constitue un probléme de santé majeur au Burkina Faso avec plus de
700 000 cas notifiés par an. C’est un pays a endémicité palustre avec toutefois une forte
variation dans le nombre de cas relevés dont le gradient décroissant va du Sud vers le
Nord. La transmission est assurée par trois vecteurs (An. gambiae s.s, An. arabiensis, An.
Junestus et dans une moindre mesure An. nili) essentiellement de juin a décembre.
Cependant il faut signaler que la durée et 'intensité de la transmission est sujette a
variations compte tenu de la spécificité climato-écologique des régions. De trois mois au

Nord, elle peut s’étaler sur toute ’année dans les hydroaménagements agricoles au Sud

avec un pic aux mois d’aoiit et de septembre.

2.2 Cycle sporogonique du parasite chez I'anophéle

Seule la femelle du genre Anopheles est susceptible de transmettre le paludisme a
I'homme. Elle s'infecte a la faveur d'un repas de sang pris sur un sujet infesté porteur de
gamétocytes. Elle absorbe différents stades du parasite. Les éléments asexués, trophozoites
et schizontes seront tous digérés. Seuls les gamétocytes poursuivront leur développement.
Dans les 20 minutes qui suivent le repas de sang, ceux-ci évoluent rapidement en micro et
macro-gamétes. La fusion des gamétes complémentaires donne un zygote mobile qui prend
le nom d'ookinéte (oeuf mobile). L'ookinéte a l'intérieur duquel a lieu la réduction

chromosomigue par méiose, traverse la paroi de l'estomac et forme sur sa face externe un

o
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oocyste dont I'évolution aboutira aux sporozoites. Ces derniers par leur mouvement,
fragilisent la membrane de l'oocyste qui céde et les libére dans I'hémolymphe. Ils
gagneront par la suite préférentiellement les glandes salivaires dans lesquelles ils pourront
s'incorporer. Ils seront injectés lors du prochain repas de sang, faisant ainsi démarrer le
cvcle sporo-gamogonique chez I'homme. Le cycle sporogonique du Plasmodium chez le
vecteur dure environ 10 a 25 jours et ce en fonction de l'espéce plasmodiale et de la

température.

2.3 Les vecteurs du paludisme en Afrique

Les moustiques constituent le groupe de vecteurs le plus important en médecine
humaine. Ils assurent la transmission du paludisme, des filarioses lymphatiques, des
arboviroses telles que la fiévre jaune, la dengue et des encéphalites arbovirales (Rodhain et
Perez. 1985). De nombreuses espéces, n'interviennent pas dans la transmission d'agents
pathogénes, mais constituent une nuisance considérable. Il existe 3 200 espéces de moustiques
appartenant a 37 genres différents. Seul le genre Anopheles assure la transmission du
paludisme. On en compte environ 400 espéces, mais seulement une soixantaine d'entre
elles peuvent étre considérées comme vecteurs et une trentaine comme de bons vecteurs
(Rodhain et Perez, 1985). Les exigences écologiques des vecteurs déterminent les lieux de
transmission palustre . '

De nombreuses études ont été réalisées sur la éystématique, la biologie et le rdle
vecteur des anopheles en Afrique. Toutes ces études ont mis en évidence la complexité du
systeme vectoriel (Hamon et al., 1956, Coluzzi 1984, Mouchet et al., 1993, Fontenille et
Lochouarn, 1999) et ont montré que le paludisme était transmis par cing vecteurs majeurs :
An. gambiae, An. arabiensis, An. funestus, An. nili et An. moucheti. Toutefois, huit ou neuf
autres espéces d’anophéles sont considérées comme des vecteurs secondaires ou locaux.
C’est le cas d’An. mascarensis a Madagascar (Fontenille et Campbell, 1992). Dans de trés
nombreuses régions, plusieurs espéces sont en sympatrie et transmettent le paludisme en

méme temps ou de facon alternée.



2.3.1 Le complexe Anopheles gambiae

En dépit de son importance dans la transmission du paludisme en Afrique sub-
saharienne, de nombreuses inconnues persistent sur I’identification précise des espéces du
complexe An. gambiae. Considéré a I’origine comme une seule espéce, on compte de nos
jours sept espéces morphologiquement identiques au stade adulte dont les croisements
interspécifiques en laboratoire donnent lieu a des males stériles (White, 1974, Hunt ef al.,

1998). Il s’agit de :

- An. gambiae s.s. Giles, 1902

- An. arabiensis Patton, 1904

- An. bwambae White, 1985

- An. melas Theobald, 1903

- An. merus Doenitz, 1902

- An. quadriannulatus Theobald A, 1911

- An. quadriannulatus B, Hunt et al., 1998

2.3.2 Biologie et répartition géographique X

Les anopheles sont des insectes holométaboles."dont le cycle de développement est
marqué par une phase préimaginale aquatiqgue (oeufs, larves, nymphes) et une phase adulte
aérienne (imago). La durée de développement larvaire est trés variable. An. gambiae s.l.
accomplit son développement larvaire en moins de 10 jours dans les collections d'eaux
stagnantes, temporaires, peu profondes, ensoleillées, faiblement chargées en matieres
organiques et ou la température de I'eau dépasse 30°C (Christie, 1959). D'autres especes,
comme An. funestus, accomplissent leur cycle en 20 ou 30 jours dans des collections d'eau

plus profondes, bordées de végétation aquatique. La biologie de I'adulte est orientée avant

tout vers la fonction de reproduction. La femelle n'est fécondée qu'une fois dans sa vie
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mais les males peuvent féconder plusieurs femelles (Craig, 1967). Le cycle de maturation
des ovocytes qui débute avec le repas de sang et qui se termine avec la ponte est dénommé
cycle gonotrophique.

La répartition géographique de ces espéces est liée a des contraintes climato-
écologiques. Globalement, An. gambiae occupe majoritairement la zone de forét et de
savanes humide et seche. Cette espéce vit en sympatrie avec An. arabiensis dans la quasi
totalit¢ de la savane afro-tropicale non méridionale. Les deux espéces d’An.
quadriannulatus sont rencontrées en Ethiopie et dans 'Est de I'Afrique méridionale. Les
larves de ces quatre especes vivent en eau douce. Quant aux trois autres especes, An. melas
et An. merus vivent a I’état larvaire en eau saumaitre, respectivement sur le littoral Quest et
Est de I'Afrique et les larves d'An. bwambae vivent dans les sources d'eau minérale de la
forét de Semliki en Ouganda (White, 1985). Ces trois derniéres espéces sont allopatrigues,
mais vivent en sympatrie a la fois avec An. gambiae et/ou An. arabiensis (Bryan et al.,
1987). Chacune de ces especes est manifestement protégée par d'efficaces mécanismes
d'isolement reproductif. Ces mécanismes ne sont pas encore formellement identifi€s, mais
sont certainement liés a des composantes éthologiques, agissant avant la copulation
(Coluzzi et al., 1985). A

De ces sept espéces, An. gambiae s.s. et An. ;zrabfensis sont les vecteurs les plus
importants. Les analyses cytogénétiques portant sur le caryotype d'inversion chromosomique,
en particulier les inversions sur le bras droit du chromosome 2 (2R), ont montré que An
gambiae s.s. est constituée de plusieurs sous-populations non panmictiques (Coluzzi ef al.,
1985, Petrarca et al., 1987, Touré et al., 1994). C’est seulement au début des années 1980 que
cette complexité taxonomique a été mise en évidence en Afrique de I’Quest: les populations
de certains caryotypes sur le terrain sont rarement en équilibre de Hardy-Weinberg dd 4 un

déficit systématique d’hybrides. Aussi An. gambiae s.s. a été démantelé en cing unités
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appelées formes chromosomiques (Bamako, Bissau, Forét, Mopti et Savane) réparties en
Afrique de I’Ouest suivant des parameétres éco-éthologiques (Coluzzi et al 1985). Bien
qu’aucune différence morphologique ni de barriéres reproductives en laboratoire n’aient été
observées, certains auteurs estiment que les résultats de la cytogénétique donnent la preuve
d’une spéciation avancée entre ces cing unités taxonomiques (Bryvan et al., 1982, Coluzzi et
al., 1985, Touré et al, 1983, 1994, 1998). Le marqueur moléculaire (PCR-RFLP) developpé
pour cette espece par Favia ef al (1997 ; 2001) a finalement démembré ces cing unités
taxonomiques en deux groupes distincts appelés formes moléculaires M et S. Cependant, il
faut signaler qu’une bonne correspondance entre les deux outils de diagnostic n’a été observée
pour le moment qu’au Burkina Faso et au Mali, zones de savane tropicale humide et seche
(della Torre et al., 2001).

Au Burkina Faso, deux formes chromosomiques, Mopti et Savane, sont rencontrées.
Elles correspondent respectivement aux formes moléculaires M et S et coexistent en
proportions variables selon les conditions climatiques et écologiques du milieu (della Torre

etal, 2001 ; Robert, 1989).

2.4 Les insecticides
De nombreuses molécules sont utilisées de nos jours pour combattre les vecteurs de
maladie et les nuisants mais aussi et surtout les ravageurs des cultures. Ces molécules sont

principalement regroupées en quatre grandes familles chimiques:



2.4.1 Les insecticides organochlorés

Le vocable organochlorés se référe aux molécules comme le DDT et ses analogues, le
lindane et les cyclodiénes, ainsi subdivisés au regard de leur structure chimique et de leur
mode d’action.

Les organochlorés tuent généralement par contact mais peuvent aussi agir par
absorption et dans quelques cas comme des fumigants. La plupart de ces composés
agissent sur le systéme nerveux. Le lindane et les cyclodiénes agissent sur le systéme
nerveux central en inhibant les canaux chlorures, récepteurs de l'acide gamma-
aminobutyrique (GABA), tandis que le DDT agit a la fois sur le systéme nerveux
périphérique et central en modifiant les caractéristiques pharmacologiques et
électrophysiologiques des protéines des canaux sodium voltage-dépendant (CNaVdp). De
par son mode d’action, le DDT exerce sur les insectes un effet rapide, parfois réversible,
appelé effet « Knock Down » (effet KD). Bien que les organochlorés aient été largement
utilisés dans les années 50-60 dans les programmes de contréle du paludisme, ils ont été
progressivement de€laissés a cause de leur accumulation dans les chaines trophiques. Le

DDT s'accumule dans les tissus adipeux en raison de sa solubilit€ dans les graisses.

2.4.2 Les insecticides organophosphorés

Les premiers insecticides organophosphorés ont ét€ mis au point en Allemagne
pendant la seconde guerre mondiale. De nombreuses molécules ont été synthétisées depuis
et leur nombre est désormais trés important. 1ls peuvent étre classés en deux grands sous-
groupes: les insecticides exothérapiques (le parathion, le malathion etc...), qui pénétrent
directement dans l'organisme des insectes par des voies diverses et les insecticides
endothérapiques ou systémiques qui ont la particularité de pénétrer dans les végétaux et
d'v circuler avec la séve en subissant parfois des modifications et en rendant ces végétaux
toxiques pour les insectes qui les consomment. C'est la forme oxydée de ces pesticides qui
se fixe sur l'acétylcholinestérase. Cette enzyme dégrade l'acétvicholine, qui agit comme
neuromédiateur des svnapses cholinergiques. La fixation des organophosphorés sur

l'acétylcholinestérase entraine l'accumulation d'acétylcholine dans la jonction synaptique.
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Lorsque sa concentration devient trop forte, les récepteurs de l'acétylcholine se bloquent en

position ouverte, entrainant la paralysie puis la mort de l'insecte.

anophosphorés, ils agissent directement sang
oxvdation préalable. Leur colit de production et leur toxicité vis-a-vis des mammiféres sont

souvent plus élevés. 1ls sont donc moins utilisés en santé publique.

2.4.4 Les pyréthrinoides

Les pyréthrinoides sont des dérivés synthétiques des pyréthrines, insecticides
ure du chrysanthéme, Chrysanthemum cineraricefolivm. A
’origine, c'est une plante commerciale cultivée dans de nombreux pays, tant en zones
tropicales que tempérées. Ses extraits exercent, comme le DDT, un effet KD. Ils n'ont
cependant aucune stabilité et se dégradent rapidement au contact de la lumiére. Ainsi ils
ont été longtemps utilisés comme ingrédients dans la constitution des bombes aérosols
utilisées a usage domestique contre les insectes nuisants.

L'identification des pyréthrines naturelles a permis la synthése de composés ayant
des effets insecticides plus marqués et une meilleure stabilité. Ces insecticides sont classés
en deux groupes selon qu’ils possedent un groupemeﬁt cvané en position a de la liaison
ester (groupe Il : deltaméthrine, lambda-cyhalothrine...) ou non (groupe I : perméthrine).
Les pvréthrinoides ont un large spectre d'action sur les insectes. Ils sont actifs contre tous
les stades de développement, larves comme adultes. Tout comme le DDT, ils agissent a la
fois sur le systéme nerveux périphérique et central en modifiant les caractéristiques
électrophysiologiques des protéines des canaux sodium voltage-dépendant CnaVdp. Ces
canaux une fois activés (i.e. en position ouverte), entrainent un flux d'ions Sodium du
milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire, générant un potentiel d'action. Cette
dépolarisation de la membrane cellulaire ne dure que quelques millisecondes et le canal

revient spontanément a I'état de repos (i. e. fermé). Elle provoque l'activation des CNaVdp
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situés a proximité et de proche en proche, engendre une vague de dépolarisation assurant la

propagation de I'influx nerveux (Chapman, 1969).

2.4.5 Les autres insecticides chimigues

On peut citer les régulateurs de croissance qui sont des analogues d’hormones
d’insectes tels que les juvénoides (méthopreéne, pyriproxyvfen) et les ecdysoides
(diflubenzuron). Ces molécules empéchent le développement normal des larves, soit en
inhibant la nymphose soit en bloquant la synthése de la chitine.

De nouvelles molécules d’insecticides sont a I’essai :

- les néo-nicotinoides (imidacloprid, acetamiprid) qui sont des inhibiteurs de
’acétylcholinestérase. Ils agissent par ingestion, ont un large spectre d’action et sont trés
peu toxiques pour les mammiféres.
- les « METIs » (Mitochondrial Electron Transport Inhibitors). Ces molécules inhibent la
respiration mitochondriale en bloquant le transport des électrons dans la mitochondrie.
Elles agissent par contact et par ingestion sur les hémipteéres et les lépidoptéres.
- les fiproles, tel que le fipronil, agissent par contact et par ingestion sur les récepteurs
GABA au méme titre que les cyclodiénes tel que la dieldrine. La résistance généralisée a la
dieldrine chez la plupart des populations de moustiques sur le terrain offre trés peu de

%

perspectives a I’utilisation des fiproles.

2.4.6 Les insecticides d’origine biologique

Ce sont des molécules provenant d’agents biologiques qui agissent efficacement sur
certaines especes de vecteurs. Les plus utilisées en entomologie médicale sont les toxines
bactériennes produites par Bacillus thuringiensis israelensis (B.t.i) et B. sphaericus. Ces
bactéries sporogénes synthétisent des toxines entomopathogénes puissantes et stables. Elles
résistent assez bien & un stockage prolongé méme en milieu tropical. Les toxines agissent
au niveau de l’intestin des larves. Elles ne deviennent efficaces que lorsqu'elles sont
ingérées, n'ont aucun effet par contact et sont trés sélectives. Contrairement au 5.

sphaericus qui ne synthétise qu’une seule protéine toxique, le B.%i en synthétise cing. Il a



été utilisé efficacement pendant 20 ans en Afrique pour lutter contre les simulies, vecteurs
de I’onchocercose. Le probléme cependant reste a trouver une meilleure formulation pour
leur application contre les moustiques dans les conditions tropicales en Afrique.

D’autres insecticides d’origine biologique comme les produits de fermentation tels
que les avermectines et les naturalytes, sont issues des champignons de sol. Elles ont un

spectre large d’action et agissent par contact et par ingestion.

2.4.7 Les agents de lutte biologique

Un grand nombre d’agents biologiques sont recensés sur le terrain. Cela inclut les
prédateurs comme les poissons larvivores, les Toxorynchites, les parasites tels que certains
champignons et des virus. Efficaces dans des conditions expérimentales, ces agents ont

donné a des rares exceptions pres des résultats peu encourageants sur le terrain.

2.

5 Les méthodes de Iutte antivectorielle

La lutte contre les vecteurs de maladies fait appel & des stratégies trés diverses en
raison de la multiplicité des especes qui affichent des comportements variables. De
nombreuses méthodes sont utilisées pour lutter contre les moustigues, mais toutes n’ont
pas le méme impact. L’efficacité et la sélectivité d’une stratégie tiennent compte a la fois
de la bio-écologie, du comportement des espéces cibles et du contexte épidémiologique de
la transmission (WHO, 1995). En fonction des outils e1': de la stratégie adoptés, cette lutte

peut s’appliquer a différents niveaux :

2.5.1

La lutte anti-larvaire

Cette méthode est difficile a mettre en pratique dans le cadre du paludisme. Elle n’est
envisageable que lorsque les principaux gites larvaires sont en nombre limités, repérables
et facilement accessibles. Cela concerne essentiellement les zones urbaines et péri-urbaines
ou le témé

s’ajoutent des méthodes alternatives qui ont une efficacité circonscrite et nécessite une

bonne connaissance de la biologie et du comportement de l'insecte dans son milieu
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(poissons larvivores, champignons, Bacillus sphaericus...) (WHO 1984, Sinégre et al,
1993, Baldet, 1995). Les mesures d’assainissement avec élimination des gites larvaires
s’appliquent surtout aux genres Culex et Aedes en milieu urbain, mais les municipalités

manquent assez souvent de moyens et on note le plus souvent une faible participation des

£S5 IR NLN S

2.5.2 Stratégies de lutte contre les stades adultes

Cette méthode s’applique principalement a trois niveaux: la pulvérisation
intradomiciliaire, la protection individuelle /collective et la lutte génétique. La
pulvérisation intradomiciliaire avec un insecticide rémanent a été longtemps la principale
methode de lutte antivectorielle en matiére de paludisme, car bien adaptée aux vecteurs qui
ont, pour la plupart, un comportement endophile. On constate cependant, a I’exception de
certains pays (comme |’ Afrique du Sud, Madagascar et des zones d’épidémie palustre) un
abandon progressif de cette méthode au profit d’une nouvelle stratégie combinant I’effet
chimique d’une molécule d’insecticide (en ’occurrence un pyréthrinoide) a la barriére
physique de la moustiquaire. Ces MII (matériaux imprégnés d’insecticides) ont connu un
grand intérét depuis 1990 suite aux premiers essais réalisés dans des cases expérimentales
au Burkina Faso (Darriet ef al., 1984, Carnevale et al., 1988, Darriet, 1991). De multiples
études réalisées ultérieurement a grande échelle ont pem_l‘is de montrer que cet outil était &
méme de réduire la morbidité et la mortalité palustfes (Alonso et al, 1991 et 1993,
D'Alessandro et al., 1995, Binka et al, 1996). Les MII diminuent le contact homme-
vecteur en repoussant ou en tuant les moustiques qui tentent d'atteindre leur appét (Ranque
et al, 1984; Lines et al, 1985 ; Snow ef al., 1987 ; Graves et al, 1987 ; Robert ef al,
1989 ; Robert et Carnevale, 1991 : Karch et al., 1993 ; Beach ef al., 1993 ; Diabate, 1995).
Cela reléve du fait que les moustiques qui transmettent le paludisme piquent la nuit et ont,
pour la plupart, un comportement endophile. Une revue de synthése sur ce sujet a €t€
publiée par Sexton en 1994.

La troisiéme stratégie de lutte contre les stades adultes reléve de la génétique. Les

recherches sur le génome du moustique sont en plein essor et la manipulation génétique
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des vecteurs pour en altérer par exemple la capacité vectorielle ouvre des perspectives
intéressantes (Crampton ef al., 1990 ; Kidwell et Ribeiro, 1992 ; Aldous, 1993 ; Collins,
1994 ; Collins ef al., 1994 ; Curtis, 1994 ; Collins et James, 1996). Les fondements de cette
lutte pour le contrdle des vecteurs ont été établis par LaChance et Knipling (1962), Craig
(1963), Knipling et al, (1968), Whitten et Pal (1974), Whitten et Foster (1975),
Waterhouse ef al..(1976) et Curtis (1985). Son principe repose sur la diffusion d’un ou de

plusieurs génes bloguant le développement du parasite au sein des populations naturelles.

2.6 Les mécanismes de résistance aux insecticides

Le terme résistance a été défini par 'OMS comme « la faculté chez une souche d'un
organisme donné a tolérer les doses d'un produit toxique qui tue la majorité des individus
d'une population normale de la méme espece ».

Tous les étres vivants possédent des mécanismes de défense qui les protégent
contre les effets néfastes de substances exogénes. Si une substance toxique entre dans un
organisme plus rapidement qu'elle ne peut étre éliminée, elle s'accumule au niveau de son
site d'action jusqu'a atteindre une concentration létale.

Les mécanismes de résistance peuvent étre classés en trois catégories:

-La résistance métabolique .

e la cible |

-La modification d
!

ik is A !

-Les mécanismes secondaires de la résistance.

2.6.1 La résistance métabolique

La résistance métabolique correspond & un accroissement des processus de
dégradation qui interviennent dans le métabolisme normal des insecticides. Cette résistance
est le résultat soit d'une modification de la structure de l'enzyme, ce qui accroit ses
capacités catalvtiques soit d'une augmentation de la quantité d'enzymes produites. Elles
dégradent les insecticides en molécules non toxigues ou moins toxiques et sont subdivisées

en trois catégories.
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- Les estérases

Les estérases sont des enzymes qui coupent les liaisons esters. Elles sont
impliquées dans la résistance aux organophosphorés et a un degré moindre dans la
résistance aux pyréthrinoides. Plusieurs estérases de résistance ont été révélées par
electrophorese chez les moustiques, notamment Culex pipiens. La classification de ces
estérases en types A ou B repose sur leur capacité a hydrolyser de fagon préférentielle I'un
ou l'autre substrat: l'acétate d'a-naphthyle ou l'acétate de B-naphthyle. Chez C.
quinquefasciatus, on a mis en évidence une surproduction d'estérase B1 en paralléle a
'augmentation de la résistance au chlorpyrifos. La base génétique de cette grande activité
estérasique est une amplification génique ou copie multiple du géne codant pour I'enzyme
(Mouches ef al,, 1986, Soderlund et Bloomquist, 1990, Devonshire et Field, 1991). Ce
renforcement d'un mécanisme de défense naturel a un coGt pour l'insecte. Ainsi chez C.
quinquefasciatus les estérases surproduites peuvent représenter jusqu'a 30% des protéines

totales de l'insecte (Mouches et al., 1986).

- Les oxydases

Les oxydases sont impliguées dans la résistance a plusieurs groupes d'insecticides.
Il s'agit 1a de phénoménes meétaboliques encore relativement mal connus pour ce qui
concerne leur implication dans la résistance aux insgc_t‘icides. L'action de ces oxvdases
donne lieu a la formation de sous produits plus soluble‘; dans 'eau pouvant étre facilement
excrétés. Le role de ces oxydases a fonction mixte peut étre détecté en utilisant un
synergiste inhibiteur, le piperonyl butoxide en association avec l'insecticide dans les essais

biologiques.

- Les glutathion S-transférases (GST)
Ce sont des enzymes qui conjuguent des insecticides avec la forme réduite du

glutathion formant ainst des métabolites moins toxiques. La DDT-ase en est I'exemple



typique. Elle intervient spécifiquement dans la dégradation du DDT. Chez Ae. aegvpti, les
genes de deux familles (GST1 et GST2) ont été clonés (Grant and Matsumura, 1988). Chez

An. gambiae sl, sept GST différentes ont été identifiées (Prapanthadara ef al., 1995).

2.6.2 La résistance par modification de la cible

Les mutations au niveau de la cible de l'insecticide s'accompagnent souvent de
phénomenes de résistance croisée. Ces modifications ont été observées au niveau des
récepteurs ou des enzymes du systéme nerveux. De telles résistances sont dues a une baisse
d'affinité du site d'action vis a vis de l'insecticide. En général les sites d’action chez
I'insecte sont 'acétyicholinestérase, les récepteurs de I’acide gamma-amunobutyrique et le

canal sodium,

- L'acétylcholinesterase (AChE)

L'acétyvlcholinestérase (AChE) met fin & la transmission synaptique en catalysant
I'hydrolyse du neurotransmetteur, l'acétylcholine. Les organophosphorés et les carbamates
sont des neurotoxines. Ils inactivent cette enzvme par phosphorylation de la sérine au
niveau du site d'action. L’accumulation d’acétylcholine dans la jonction intersynaptique
entraine P’arrét de la transmission des impulsions nerveuses et la mort de linsecte.
Plusieurs insectes ont développé une résistance a c&;s"composés par mutation de leur
acétylcholinestérase. L'AChE des individus résistaﬂts est moins sensible a l'action
inhibitrice de ces insecticides que celle des individus sensibles (Hama, 1983; Oppenoorth,
1985; Soderlund and Bloomquist, 1990, Mutero ef al, 1994). Cela a été mis en évidence
chez certaines espéces de moustiques telles que C. pipiens, An. albimanus (Hemingway
and Georghiou, 1983), An. nigerrimus (Hemingway ef al, 1986) et An. sacharovi
(Hemingway et al., 1992). Chez Drosophila melanogaster, quatre sites de mutation ont été
relevés sur le géne de I'AChE. Ce géne a été récemmenet décrit chez An. gambiae s.l. en

Cote d’Ivoire (N’Guessan ef al., sous presse).
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- Les récepteurs GABA (gamma-aminobutyric acid)

Les organochlorés du groupe des cyclodiénes ont leur site d'action au niveau des
récepteurs de l'acide gamma-aminobutyrique du systéme nerveux central. Une seule
mutation ponctuelle sur des récepteurs GABA est responsable de la résistance aux

cyclodienes chez plusieurs espéces d’insectes. Tout comme dans le cas de I'AChE, cette

des cyclodiénes.

- Le canal sodium

L'exposition d'une souche sensible d'insectes au DDT ou a un pyréthrinoide
entraine une paralysie trés rapide (effet knock down). Ces insecticides agissent au niveau
des canaux sodium voltage-dépendant (CNaVdp) de la membrane nerveuse en perturbant
le fonctionnement normal des canaux et la transmission de l'influx le long des fibres
nerveuses. Cette résistance est due, chez les moustiques, a une mutation ponctuelle dans le
sixieme segment du domaine II du géne codant pour le canal sodium. La mise en évidence
d'une résistance croisée au DDT et aux pyréthrinoides est en général une bonne indication
de l'implication de cette mutation dans la résistance, du moins si aucun mécanisme de
détoxification n'est mis en évidence. La mutation codant pour cette résistance est appelé

1)

géne kdr (knock down resistance).

2.6.3 Les mécanismes secondaires de la résistance

Il s’agit de mécanismes peu communs dont I’efficacité est relativement moindre,
comme la pénétration réduite de ’insecticide & travers la cuticule de I'insecte et les
comportements d’évitement. Ces mécanismes, moins étudié€s, interviennent souvent en

synergie avec les mécanismes précédents.
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3.1 Présentation de ’étude

La transmission du paludisme a été étudiée dans trois écosystémes en savane arborée
au Sud-Ouest du Burkina Faso (figure 2). 1l s’agit de la zone rizicole de la Vallée du Kou, de
la zone urbaine de Bobo-Dioulasso et des villages traditionnels de savane, Léna et Toussiana,
ou les modifications anthropiques de !’environnement sont moindres. La dynamique des
espéces vectrices majeures ainsi que leur part respective dans la transmission ont été évaluées

sur une année compléte.

3.1.1. Description des sites d’étude ,

La zone rizicole de la Vallée du Kou est située a une trentaine de kilométres au nord
de Bobo-Dioulasso. Aménagée en 1972, elle s’étend sur 1 200 ha entre 4°24°42”” de longitude
Ouest et 11°23°14” de latitude Nord et regroupe 7 villages avec une population estimée a 8
447 habitants. Les paysans pratiquent deux campagnes de riz dans ’année et ’agriculture
occupe 96% de la population active. La riziére est avant tout un plan d'eau peu profond en
constante évolution. Apres la mise en eau des parcelles et pendant les 2 ou 3 semaines qui
suivent le repiquage, elle offre des possibilités considérables de développement aux
anophéles. En Afrique de I'Ouest, c'est la forme M d’An. gambiae qui en profite. Ses larves
utilisent la riziére dés sa mise en eau et pendant le repiquége des jeunes pousses de riz jusqu'a
ce que leur croissance fasse obstacle aux rayons du soleil. Deux sites d’étude ont été retenus
dans cette localité ; un site dénommé, VKS, situé au plein coeur des périmétres rizicoles et un

deuxieme site, VK7, excentré a I’interface de la riziculture et du coton.

La ville de Bobo-Dioulasso compte environ 400 000 habitants. C’est une
agglomération en constant accroissement issue de l'extension d'un village qui a constitu€ le

novau de base. Elle est située entre 4°17°30 de longitude Ouest et 11°10°41”" de latitude

kS $ 2w R

Nord. A l'instar de la plupart des centres urbains, elle offre une multitude de gites larvaires
en rapport avec la nature usée des eaux, pour le développement de Cx. quinquefasciatus,
principale cause de nuisance en ville. D'autres types de gites favorables au développement

des anophéles existent dans les quartiers périphériques. Ces quartiers, pour la plupart en
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chantier, sont parsemés de grandes carriéres d'emprunt de terre favorables au
développement des larves d'anophéles. Le vecteur urbain de Plasmodium pratiquement
exclusif est An. gambiae. 1] est le seul a v s'adapter et & s'y maintenir (Hamon et al., 1956,
Chinery, 1984). L’étude de la transmission a été réalisée au centre et en périphérie de la

ville respectivement dans les quartiers de Dioulasso ba et de Kuinima.

Les localités de Léna et Toussiana situées dans la zone soudannienne sont des villages
traditionnels de savane ou la transmission du paludisme est saisonniére longue. Elles se
caractérisent respectivement par 3°53°43”’ de longitude Ouest et 11°18’17"’ de latitude Nord
et 4°37°54”° de longitude QOuest et 10°49°26°’ de latitude Nord. Des multitudes de gites
(fosses d’emprunt, mares temporaires....) dépendant des eaux de pluies favorisent le
développement d’An. gambiae sl qui assure la majeure partie de la transmission & Toussiana.
Un important marigot dans le village de Léna favorise le développement d’An. funestus qui
joue ainsi un role majeur dans la transmission du paludisme dans cette localité. L agriculture
occupe globalement la majorité de la population dans les deux villages et le paludisme comme
dans les autres localités est la premiere cause de consultation dans les formations sanitaires.
La population est estimée a 2 336 habitants a Léna et 4 479 4 Toussiana.

Des animaux domestiques, beeufs, moutons, chévres et porcs sont présent dans tous les

sites d’étude et vivent souvent dans des enclos a proximité des maisons d’habitation.

3.1.2 La récolte et le traitement des moustiques

L’échantillonnage des moustiques a été fait iaar capture manuelle sur sujets
humains. La jambe dénudée, le sujet volontaire, muni de tubes a hémolyse et d’'une lampe
torche, capture les moustiques qui viennent a lui. Dans chaque site d’étude, la collecte des
moustiques a lieu a I'intérieur et a I’extérieur de quatre maisons dispersées dans le village
(intérieur, extérieur) et deux équipes de huit personnes se relaient de 18h & 6h du matin. A
raison de deux séances de capture par mois, ces sujets volontaires ont travaillé pendant 24
nuits dans chaque site d’étude de Mars 1999 & Février 2000, soit un total de 384 nuit-
hommes. Les moustiques collectés sont stockés dans des sacs par tranche horaire et
ramenés le lendemain matin au niveau de la station d’étude pour étre dénombrés. Les

vecteurs du Plasmodium ayant une activité préférentiellement nocturne, cette technique de



capture présente I'avantage de collecter les femelles agfessives anthropophiles (piquant
préférentiellement ’homme), endophages (piquant a I'intérieur des maisons) ou exophages
(piquant a I’extérieur des maisons).

Aprés la séance de capture, les moustiques sont identifiés sous loupe binoculaire a
l’aide des clés de détermination taxonomique basées sur les critéres morphologiques
(Gillies et de Meillon, 1968, Gillies et Coetzee, 1987). Ces moustiques sont ensuite
dénombrés par tranche horaire et seuls les vecteurs du paludisme sont conservés ( An.
gambiae sl, An. funestus et An. nili). Les densités d'An. gambiae sl étant trés élevées, on
préléve pour chaque point de capture un échantillon de 50 femelles réparties dans les
différentes tranches horaires pour la dissection des ovaires afin de déterminer le taux de
parturité (Detinova, 1962). Quant a An. funestus et An. nili, toutes les femelles capturées
sont disséquées. De retour au laboratoire, les moustiques disséqués sont analysés pour
mesurer le taux d’infestation et par suite le niveau de la transmission.

L’indice sporozoitique est un paramétre entomologique trés important dans
I’épidémiologie du paludisme. Il exprime la proportion de moustiques infestants dans une
population donnée. Autrefois estimé par la dissection des glandes salivaires, ce parameétre
est déterminé aujourd’hui grace a une technique immunologique développée par Zavala ef
al., (1982) et affinée plus tard par Burkot ef al, (1984) et Wirtz ef al,, (1987). Elle est
basée sur la détection dans la téte et thorax_c ‘des moustiques de [’antigéne
circumsporozoitique (CS) exprimé a la surface r;lembranaire des sporozoites des
Plasmodium par test ELISA en sandwich (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) grice a
des anticorps monoclonaux.

En raison de la spécificité du site de Léna, deux années supplémentaires de suivi de
la transmission y ont été réalisés. Les maisons de captures sont restées les mémes et les
moustiques récoltés ont été exactement traités comme précédemment décrit. En revanche
la période des captures a été réduite a six mois (de juillet & décembre) car la premicre
année d’étude avait indiqué que seule cette période de I’année était productive en

moustiques.
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3.2 RESULTATS

3.2.1 La transmission dans les hydroaménagements agricoles de la Vallée du Kou (¢f
article n°l).

L’accroissement démographique et les irrégularités de la production agricole en
Afrique incitent depuis plusieurs décennies au développement d’aménagements
hydrauliques. De fagon générale, sur le plan écologique, ces aménagements entrainent des
modifications de I’écosystéme, favorisant ainsi la prolifération de certains vecteurs de
maladies infectieuses transmissibles, liées a I’eau. Les riziéres font partie de ces zones
agricoles dont ’aménagement peut avoir des répercussions au plan entomologique et
particuliérement épidémiologique suivant la situation locale et le niveau de stabilité du
paludisme. Elles occasionnent une pullulation de moustiques, notamment des anophéles
vecteurs du paludisme. Au cours de notre étude, qui a duré de Mars 1999 a Février 2000, la
dynamique de la faune culicidienne et le niveau de transmission ont été mesurés dans deux
quartiers central (VKS5) et périphérique (VK7) de la Vallée du Kou. Ces deux sites se
caractérisent par I’abondance et la diversité de gites larvaires. Dans le quartier central, les
casiers rizicoles constituent les principaux gites larvaires. Outre les casiers rizicoles, le
quartier périphérique de VK7 se distingue par des flagues temporaires liées aux
précipitations. La source Kou, un affluent de la Comoé, permet de pratiquer une culture de
contre saison de Janvier a Juin. Les casiers rizicd'l‘es sont pratiquement en eau en

permanence favorisant ainsi la reproduction des moustiques tout au long de I’année.

3.2.1.1 Composition de la faune culicidienne

Le nombre total de piqlres de moustiques recues par homme en une année a VK35 a
été estimé a 63 871 a intérieur des maisons contre 60 360 a ’extérieur (tableau 1). Une
grosse part de cette agressivité est due au genre Anopheles qui représente 81,6% des
captures contre 18,4% pour les Mansonia, Culex et Aedes confondus. La méme
observation est faite & ’extérieur des maisons avec 75,3% de piqlres assurées par le genre

Anopheles. An. gambiae s.1. et An. funestus sont les espéces dominantes. Les autres espéces



anophéliennes (4n. nili, An. pharoensis, An. coustani, An. squamosus, An. ziemanni, An.
rufipes) n’ont pas été prises en compte dans la suite des analyses, soit qu’elles étaient en
nombre négligeable, soit qu’elles ne sont pas vectrices. La dynamique de cette faune
anophélienne est fonction du cycle du riz, les espéces se succédant de la mise en eau des
parcelles a la montaison jusqu’a |’épiaison et maturation. A VK7, le quartier périphérique,
une répartition similaire de la faune culicidienne a été observé avec cependant une baisse
des effectifs (tableau 1). Au total, 36 459 piqlires de moustiques sont regues par homme
dans ’année a I’intérieur des maisons, soit un peu plus de la moitié en comparaison des
effectifs du quartier central VK5. La population anophélienne représente 93,1% du total de
Ueffectif. Mansonia, Culex et Aedes sont en trés faible proportion (6,9%) dans ce quartier
par rapport a VK5 ou ils représentaient 18,4%. La disponibilité des gites et I’emplacement
périphérique de ce quartier par rapport aux périmétres rizicoles expliquent cette différence.
Les mémes espéces d’anophéles sont également rencontrées dans ce site avec 90,8% pour
An. gambiae s.1. et 3,7% pour An. funestus. A I’extérieur, le méme schéma est obtenu avec

toutefois une plus grande représentativité des Mansonia, Culex et Aedes (25%).

3.2.1.2 Densités vectorielles

La densité vectorielle agressive a VK5 a été estimée en moyenne a 125,2
piqlires’/homme/nuit pour An. gambiae s.1. et 3,8 p/h/n pour An. funestus. Le rdle d’An. nili
est insignifiant avec 0,06 p/h/n (tableau 2) Des valeﬁrs du méme ordre sont obtenues a
I’extérieur a I’exception d’An. nili qui pique deux a trois fois plus qu’a l'intérieur. Ce
moustique a donc une tendance plutdt exophage, contrairement aux deux autres qui piquent
plus fréquemment a U'intérieur des maisons. La densité agressive reste comparable a VK7

pour An. nili et An. funestus, cependant elle est en baisse pour An. gambiae s.1..
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Tableau 1 : Nombre total de piqiires recues par homme a la Vallée du Kou
de Mars 1999 a Février 2000.

Villages ANOPHELINAE CULICINAE | TOTAL
An. gambiae s|. | An. funestus|  Autres

Intérieur 43 296 1324 7 492 11 759 63 871
VK35

Extérieur 35216 922 9297 14 925 60 360

Intérieur 20 715 1207 3021 3723 36 459
VK7

Extérieur 22 654 687 2369 8611 34 321

Tableau 2 : Densités vectorielles moyennes par habitant et par nuit a la Vallée du
Kou de Mars 1999 a Février 2000

Intérieur (n*) Extérieur (n)
An. gambiae s.1. 125,17 101,83
VK5 An. funestus 3,83 2,54
An. nili 0,06 0,13
An. gambiae s.1. 81,45 62,07
VK7 An. funestus 3,36 1,90
An. nili 0,06 0,17

*n= nombre de piglires’/homme/nuit

3.2.1.3 Variation mensuelle des densités agressives

Deux pics de densité agressives d’An. gambiae s1. sont notés dans les deux sites

d’étude. Le premier en saison séche, en mars, et le second pendant la saison des pluies en

juillet. A VK3, le quartier central, ces densités sont respectivement de 209,8 p/h/n et de

314,3 p/h/n (figure 3). La densité agressive la plus faible a ét¢ observée en janvier, soit 8,8

p/h/n. A VK7, le quartier périphérique, les moyennes obtenues sont plus faibles avec 2,1




p/h/n en janvier et 219 p/h/n en mars, densité la plus élevée. L’évolution mensuelle des
densités agressives refléte I’alternance des saisons. Plus de 70% des effectifs sont observés
de juin a novembre, période de saison de pluies (figure 4). Le second pic observé courant
mars, pleine saison séche, résulte de I'irrigation des parcelles pour la culture de contre
saison. La dynamique des densités agressives est fonction de la pluviométrie et des phases
de culture du riz. Les deux pics de densité enregistrés sont observés pendant la mise en eau
des parcelles et le repiquage des plants de riz. Passée cette phase, les densités moyennes
sont en nette régression pendant la saison séche. En effet, de la montaison a la maturation,
les plants de riz forment un couvert végétal qui fait obstacle aux rayons de soleil et créent
un biotope peu favorable a la reproduction d’An. gambiae sl. Cet effet est moins
perceptible pendant la saison des pluies, car aux gites des casiers rizicoles, s’ajoutent les
gites naturels. La non synchronisation des cultures du riz joue également un réle important
dans la pullulation quasi-permanente des moustiques pendant la saison des pluies. Les
coopératives villageoises €tant éclatées, les paysans, faute d’encadrement, pratiquent
d’autres activités de sorte que les travaux dans les périmétres aménagés ne sont jamais
synchrones. De ce fait, les casiers rizicoles, a différents niveaux de développement, offrent
des lieux de reproduction aux moustiques.

Quant & An. funestus, les effectifs sont nettement moindres avec une dynamique
saisonniére trés marquée (figure 5). Les densités sont pra‘tiquement nulles du début jusqu’a
la mi-saison des pluies. An. funestus est présent d’o&obre a avril et affiche son pic de
densité entre novembre et janvier (15,50 p/h/n & VKS et 8,8 p/h/n a VK7). Les pics de
densité de cette espece s’observent au moment ou An. gambiae s.1. est en nette régresston.
Il est peu probable, vu les faibles densités obtenues, que les casiers rizicoles soient un
milieu de reproduction favorable a I’écologie d’An. funestus. Cette espeéce se développe
sans doute dans les gites naturels classiques en dehors des casiers rizicoles et exploiterait

les canaux d’irrigation en terre mal entretenus.
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3.2.1.4 Variation mensuelle du taux de parturité

Le taux de parturité moyen a I'intérieur des habitations d’An. gambiae s1. a été de
20,9% (n= 1008) a VKS et 39% (n= 1661) a VK7 (tableau 3). La différence entre ces deux
indices est trés hautement significative avec un x* =94,54 pour p<<0,05. Des valeurs
similaires (17,8% a VK5 et 36,8% a VK7) sont observées avec les femelles capturées a
I’extérieur des habitations et la différence est trés significative (x> =100,11 et p<<0,05).
Cette différence est probablement due a la plus grande proximité de VK5 du lieu
d’émergence des femelles. L’évolution mensuelle du taux de parturité affiche deux pics qui
sont en relation inverse avec les pics de densités (figure 3). L’un est observé en début
saison des pluies pendant le mois de mai (81,3% a VK5 et 89,3% a VK7) et l'autre a la
sortie de la saison des pluies en janvier (87,5% a VK5 et 85,7% a VK7). Cette variation est
en rapport étroit avec les cycles du riz et la disponibilité des gites larvaires. Au plus fort de
la densité pendant la mise en eau des parcelles, la population d’anophéles est
essentiellement constituée de jeunes femelles, alors qu’au moment de la récolte du riz, les
casiers sont a sec et la productivité des gites réduite, concourant au vieillissement de la
population.

Les taux moyens de parturité sont nettement plus élevés chez An. funestus avec des
valeurs de 70,3% a VK5 et 93,2% a VK7 (tableau 3). La différence observée est trés
significative (x* =25,42 et p<<0,05). Il en est de méme des taux enregistrés sur les femelles
capturées a I’extérieur (x* =5,17 et p=0,02). Ces forts‘taux de parturité observés chez An.
Junestus s’expliquent par un nombre limité de gites de reproduction favorables a ce

moustique d’ou un faible renouvellement des populations.
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Tableau 3: Taux de parturité de la population anophélienne circulant a la Vallée du kou
de Mars 1999-Février 2000

INTERIEUR EXTERIEUR
Moustiques Villages |P=nombrede| B=P+N | TP=P/Bx100 | ¥ p |P=nombrede| B=P+N | TP=P/Bx100 | ¥’ p
moustiques intervatle de con- moustiques itervalle de con-
pares flance 4 95% pares fiance a 95%
VKS5 211 1008 20,9 164 923 17,8
Anopheles gambiae 5.1 (18,4-23,4) | 94,5 <l 0° (15,3-20,2) 100,10 <1 0°
VK7 648 1661 39,0 566 1 538 36,8
(36,5-41,4) (34,4-39,2)
VK5 97 138 70,3 63 79 79,80
Anopheles funestus (63,1-77,5) | 25,4 <10 (70,9-88,6) | 52 0,023
VK7 137 147 93,2 80 87 92
(89,1-97.,3) (86,3-97,7)

P= femelles pares
N= femelles nullipares
TP=Taux de Parturité




3.2.1.5 Variation mensuelle de I’indice sporozoitique

Au total 2 669 femelles d’An. gambiae s.1. ont été testées par ELISA dans les deux
quartiers avec un taux moven d’infestation a Plasmodium falciparum de 2,8% a VK5 et de
2,9% a VK7 (tableau 4). Les deux valeurs sont quasi-identiques (x*=0,03 et p=0,86)
malgré une différence significative observée entre les taux de parturité (tableau 3). Des
taux d’infestation semblables ont été obtenus sur les femelles capturées a I’extérieur
(x*=1,70 et p=0,19). La variation mensuelle de I’indice d’infestation présente deux pics qui
sont en relation inverse avec les pics de densité. Ces pics s’observent, I'un au début de la
saison des pluies (mai-juin) quand les casiers rizicoles sont & sec au moment de la récolte
du riz et ’autre en fin de saison de pluies (décembre-janvier) au moment de la deuxiéme
récolte du riz (figure 3). Les plus faibles taux ont été obtenus de juillet-novembre, période
de fortes densités due a une importante productivité des gites larvaires générant des
femelles néonates.

Des taux d’infestation a Plasmodium falciparum nettement plus élevés chez An.
Sfunestus ont été obtenus dans les deux quartiers, la différence par rapport au taux observé
chez An. gambiae éant trés significative (x*=8,21 et p=0,004). Toutefois ces valeurs ne
différent pas significativement entre les deux quartiers, ni & I’intérieur (x2=1,25 et p=0,26),

ni a 'extérieur (x2=0,05 et p=0,82) des habitations (tableau 4).

3.2.1.6 Taux d’inoculation entemologique

Au total un homme regoit potentiellement 697 piqlires infectées reparties dans
I’année a VK5 et 515 a VK7 (tableau 5). Une grande partie de cette transmission est
assurée par An. gambiae s.]. dans ’ensemble des deux sites (645/pi/h/an, soit 93% & VK5
et 435/pi/h/an, soit 84% a VK7), An. funestus intervenant pour moins de 20% de la
transmission. Compar€ aux valeurs de la transmission obtenues en 1985 (Robert ef al.,
1985) dans les mémes sites d’étude (50 piqlres infectantes’homme/an), le taux
d’inoculation actuel est 10 fois supérieur (tableau 5) et est a porter au compte d’une
augmentation des densités vectorielles (2 fois) et de I'indice d’infestation (7 fois). La

transmission est étalée sur toute 1’année avec une allure bimodale (figure 6). Le premier

33



34

pic s’observant aux mois de juin (3 VK5) et de mai (& VK7) et le second apparaissant en
décembre (2 VK5) et Octobre (2 VK7). Le premier pic de transmission d’An. funestus
s’observe au méme moment que celui d’An. gambiae sl., le second par contre est

légérement décalé a I'image des courbes des densités vectorielles.



Tableau 4: Indice sporozoitique (IS) de la population anophélienne circulant 4 la Vallée du kou
de Mars 1999-Février 2000

INTERIEUR EXTERIEUR
Moustiques Villages |n=nombrede | B=P+N IS=n/Bx 100 | ¥ p In=nombrede| B=P+N IS=1/B x 100 x p
moustigues intervalle de con- moustiques intervalle de con-
CS-positifs fiance a 95% CS-positifs fiance a 95%
VK5 28 1 008 2,8 17 923 1,8
Anopheles gambiae s.1 (1,8-3,8) 0,03 0,87 (1,0-2,70) 1,70 0,19
VK7 48 1661 2,9 41 1538 2,7
2,1-3,7) (1,9-3,5)
VK5 6 138 4,4 3 79 3,8
Anopheles funestus (1,0-7,8) 1,25 0,26 (0,8-10,7) 0,05 0,823
VK7 11 - 147 7,48 5 87 5,8
o (3,2-11,7) (0,9-10,6)

IS=indice sporozoitique

B=P+N:somme des femelles pares et nullipares, seules les femelles pares ont été testées par ELISA
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Figure 6: Variation mensuelle du taux d'inoculation entomologique (TIE) a l'intérieur des
maisons pour un homme non protégé de Mars-99 a Février 00 a la Vallée du Kou



Tableau 5: Taux d'Inoculation Entomologique (TIE) annuel & 1a Vallée du Kou
de Mars 199-Février 2000

Intérieur Extérieur
Villages Moustiques TIE* TOTAL TIE TOTAL
Anopheles gambiae s.1. 645 253
VKS 93% 697 90% 280
Anopheles funestus 52 27
7% 10%
Anopheles gambiae s.1. 435 317
VK7 84% 515 92% 343
Anopheles funestus 80 26
16% 8%

*Taux d'inoculation entomologique et les pourcentages se rapportent a la participation de chaque espéce a la transmission




3.2.2. La transmission en milieu urbain de Bobo-Dioulasso

Le processus d’urbanisation est en plein essor dans les pays en voie de
développement. C’est un phénoméne qui modifie profondément les milieux écologiques et
les modes de vie d’une grande partie de I’humanité. Les problémes sanitaires rencontrés
sont souvent spécifiques et dépendent largement de I’insuffisance des structures sanitaires
qui tardent a se mettre en place. L’ampleur du paludisme dans ce milieu dépend a la fois du
contexte épidémiologique ou la ville se situe et de la structure propre de la cité. Dans une
ville batie autour d’un noyau structuré, on observe une diminution de la transmission et des
indices parasitaires de la périphérie vers le centre. En général le niveau de transmission y
est faible par suite d’une modification anthropique du milieu défavorable & la reproduction
des vecteurs. La derniére étude de la transmission du paludisme & Bobo-Dioulasso remonte
a 1986. Par la présente étude nous cherchons a réactualiser les données sur la transmission
dans un contexte d’urbanisation anarchique ou la chloroquinorésistance est en hausse
constante. Les suivis entomologiques se sont déroulés sur une année compléte (mars-99 a
février-00) dans deux quartiers de la ville. Le premier, Dioulassoba est situé au cceur de la
ville et est caractérisé par une riviére, le Houet, qui le traverse du sud au nord et reste en
eau toute I’année. C’est un quartier historique, non lotis, construit en banco qui abrite
environ 8 000 habitants. Le deuxiéme quartier, Kuinima en périphérie, est situé a la limite
sud-est de la ville. Il est caractérisé par la présence des fosses d’emprunt de terre pour la

confection des briques, et de nombreuses petites flaques peu profondes et ensoleillées.

3.2.2.1 La composition de la faune culicidienne

Le nombre de piglires de moustiques regues par homme est fortement variable selon
que I'on se trouve dans le quartier central ou périphérique. Ainsi de 3 295 p/h/an a
Kuinima périphérique, ce chiffre est de 23 239 p/h/an & Dioulassoba central, soit 7 fois la
valeur de Kuinima (tableau 6). La faune anophélienne est en trés faible proportion avec
seulement 8,5% des effectifs totaux et comprend trois espéces dont An. gambiae sl
occupe la premiére place (92%). Cx. quinquefasciatus est 1’espéce majoritaire en milieu

urbain avec 94% du total des pigires. Cette espéce non vectrice est abondante dans le
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quartier central (98%) ou les gites pollués a ciel ouvert abondent alors qu’a Kuinima elle

ne représente plus que 51% des piqiires.

Tableau 6 : Nombre total de pigiires recues par homme a Bobo-Dioulasso
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Quartiers ANOPHELINAE CULICINAE | TOTAL
An. gambiae s1. | An. funestus | Autres

Intérieur 811 0 0 22 428 23 239
Dioulassoba

Extérieur 915 0 16 17 447 18 378

Intérieur 1025 47 77 2 146 3295
Kuinima

Extérieur 1206 0 8 2 058 3272

3.2.2.2 Densités vectorielles

La densité vectorielle agressive moyenne a l’intérieur des maisons est trés faible
avec 2,3 p/h/n a Dioulassoba et 2,9 & Kuinima et est essentiellement due a An. gambiae s1.
(tableau 7). L’environnement est trés peu favorable & An. funestus et An. nili qui sont
pratiquement introuvables dans les habitations et n’ont donc pas été pris en compte dans
I’évaluation du niveau de transmission. La méme densité vectorielle est enregistrée a

I’extérieur des habitations.



Tableau 7 : Densités vectorielles moyennes par habitant et par nuit 2 Bobo-Dioulasso
de Mars 1999 a Février 2000
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Intérieur Exterieur
An. gambiae s.1. 2,30 2,60
Dioulassoba An. funestus 0 0
An. nili 0 0
An. gambiae s.1. 2,80 3,30
Kuinima An. funestus 0,1 0
An. nili 0 0

3.2.2.3 Variation mensuelle des densités agressives

La variation mensuelle de la densité agressive présente une allure unimodale dans
les deux quartiers avec toutefois un pic trés étalé dans le quartier central (Dioulassoba)
dont la valeur maximale enregistrée en septembre est de 5,5 p/h/n (figure 7). La présence
de la riviere dans ce quartier en est la cause. De nombreuses petites flaques issues de la
décrue de ’affluent ou des activités de maraichage sur la berge du Houet offrent des gites
de reproduction aux populations d’anopheles. La densité la plus faible a été enregistrée en

mai
mai,
pluies de juin-octobre avec un pic de 21,5 p/h/n en septembre. Les gites classiques a 4n.
gambiae s’asséchent avec la fin de la saison des pluies et ne permettent plus a ce

moustique de se reproduire.

3.2.2.4 Variation mensuelle du taux de parturité

Compte tenu de la densité vectorielle faible, trés peu de femelles ont pu étre
disséquées. Au total 322 femelles ont été disséquées donnant un taux moyen de parturité
comparable dans les deux quartiers avec 82% a Dioulassoba et 80% a Kuinima (x*=0,09 et
p=0,76. Tableau 8). Des valeurs identiques ont été obtenues avec des captures de
I’extérieur soit 80% & Dioulassoba et 78% & Kuinima (3°=0,09 et p=0,76). Les valeurs

mensuelles du taux de parturité dans le quartier central oscille entre 80 et 90%. Des valeurs




similaires sont observés & Kuinima ou le taux de parturité n’a pu étre mesuré que sur 3
mois. La baisse importante de la parturité observée au mois d’aolit & Dioulassoba

s’explique par le nombre faible de femelles disséquées.

3.2.2.5 Indice sporozoitique

Au total 322 moustiques ont été testés par ELISA dans les deux quartiers. Le taux
moyen d’infestation était comparable d’un site & un autre avec 7,8% a Dioulassoba et 7,1%
a Kuinima (x*=0,03 et p=0,858 tableau 9). Des valeurs similaires sont également obtenues
avec les captures extérieures et la encore la différence observée n’est pas significative

(%*=0,04 et p=0,836).

3.2.2.6 Taux d’inoculation entomologique

Le taux d’inoculation entomologique est de 57 piglres infectantes’homme/an a
Dioulassoba et de 63 pi/h/an a Kuinima a I’intérieur des habitations. Un homme dormant a
I’extérieur regoit presque autant de piquires avec 49 piqlres infectantes a Dioulassoba et 60
piqlres a I’extérieur. La courbe mensuelle de transmission est bimodale dans le quartier
central avec un maximum de 13 piglires infectantes enregistrées en novembre (figure 8).
Aucune piqlire infectante n’a été décelée de décembre & mars malgré la présence d’une
faune résiduelle a la faveur du marigot dans le quartigr,‘A Kuinima, la transmission a été

observée pendant deux mois, avec un pic de 48 pigtires infectantes en septembre.
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Figure 7b: Variations mensuelles de la densité agressive (ma) et de
la parturité d'Anopheles gambiae sl a Kuinima

p/h/n= piqdres/homme/nuit



Tableau 8: Taux de parturité de la population anophélienne circulant a Bobo-Dioulasso

de Mars 1999-Février 2000

INTERIEUR EXTERIEUR
Moustiques Quartier |P=nombrede| B=P+N TP=P/Bx 100 | % p |P=nombrede| B=P+N TP=P/B x 100 ¥ P
moustiques intervalle de con- moustiques intervalle de con-
pares fiance a 95% pares fiance a 95%
Dsso ba 63 77 81,8 74 93 79,6
Anopheles gambiae s.1 (73,2-90,4) | 0,09 0,76 (71,4-87,8) 0,09 0,76
Kuinima 68 85 80 52 67 77,6
(71,5-88,5) (67,6-87,6)

P=femelles pares

N= femelles nullipares
TP=Taux de parturité




Tableau 9: Indice sporozoitique (IS) de la population anophélienne circulant 2 Bobo-Dioulasso
de Mars 1999-Février 2000

INTERIEUR EXTERIEUR
Moustiques Villages| n=nombre de B=P+N IS=n/Bx100 X p |n=nombrede | B=P+N [S=n/Bx100 o p
moustiques intervalle de con- moustiques intervalle de con-
CS-positifs fiance 4 95% CS-positifs flance 4 95%
Dsso ba 6 77 7.8 6 93 6,5
Anopheles gambiae s.1 (1,9-13,7) 0,03 0,860 (1,5-11,5) 0,04 0,840
Kuinimal 6 85 7,1 4 67 6
(1,7-12,5) (1,7-14,6)

IS=indice sporozoitique

B=P+N:somme des femelles pares et nullipares, scules les femelles pares ont ét€ testées par ELISA
*Chi carré corrigé de Yates en raison des effectifs faibles
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3.2.3 La transmission dans les villages de savane arborée : Léna et Toussiana

Les zones de savane soudanienne dont font partie nos sites d’étude sont
caractérisées par I’alternance d’une saison séche et d’une saison pluvieuse dont la longueur
détermine le cycle de la transmission. Dans une région donnée ou les paramétres éco-
géographiques sont similaires, les niveaux de transmission peuvent varier du simple au
double, par conséquent les généralisations doivent étre faites avec la plus grande prudence.
Treize années aprés la demiére étude sur le paludisme aux environs de la ville de Bobo-
Dioulasso (Robert et al., 1986), nous réactualisons les données sur la transmission dans
deux villages caractérisés ’'un (Léna) par la présence d’un marigot sub-permanent et

I’autre (Toussiana) par des flaques temporaires liées aux précipitations.

3.2.3.1 La composition de la faune culicidienne

Au total 3 600 piqfires de moustiques sont regues par homme et par an dans la
localité de Léna contre 2 200 a Toussiana (tableau 10) a I’intérieur des habitations. An.
gambiae s.1. et An. funestus sont majoritaires avec respectivement 52% et 18%. Un nombre
sensiblement égal de pigfires est recu a I’extérieur des habitations. A I’inverse du milieu
urbain ou I’écologie leur est favorable, les Culicinae sont faiblement représentés ici avec

seulement 26,90% des piqfires.

*

Tableau 10 : Nombre total de piqiires recues pai“ homme a Léna et a Toussiana
de Mars 1999 a Février 2000.
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Quartiers ANOPHELINAE CULICINAE | TOTAL
An. gambiae s1.| An. funestus | Autres

Intérieur 1785 936 129 722 3572
Léna

Extérieur 1911 761 237 1125 4 064

Intérieur 1220 116 19 8§24 2179
Toussiana

Extérieur 1184 100 108 702 2 094




3.2.3.2 Densités vectorielles

La densité vectorielle moyenne est de 7,5 p/h/n & Léna et de 3,6 p/h/n a Toussiana
reparties entre trois espéces. An. gambiae s.1. est majoritairement représenté avec 65,3%
des densités a Léna et 69,4% a Toussiana (tableau 11). La présence du marigot sub-
permanent a Léna favorise le développement d’An. funestus dont la densité est 8 fois
supérieure a celle de Toussiana. An. nili est trés faiblement représenté dans les deux
localités si bien qu’il n’a pas été pris en compte dans I’évaluation des paramétres de la
transmission. D’une maniére générale les densités vectorielles observées a Léna sont 2 fois
superieures a celles de Toussiana. Des densités comparables sont obtenues a I’extérieur des
habitations pour les trois espéces, ce qui signifie que les vecteurs dans ce milieu piquent

aussi bien a I'intérieur qu’a ’extérieur des habitations.

Tableau 11 : Densités vectorielles moyennes par habitant et par nuit a Léna et
a Toussiana Mars 1999 a Février 2000

Intérieur Extérieur
An. gambiae s.1. 4,90 5,20
Léna An. funestus 2,50 2,10
An. nili 0,10 0,10
An. gambiae s.1. 3,30 3,20
Toussiana An. funestus '2),30 0,30
An. nili 0 0,10

3.2.3.3 Variation mensuelle des densités agressives

La courbe de la distribution mensuelle des densités d’An. gambiae sl est
unimodale avec un pic de 24 piqgiires’/homme/nuit en septembre a Léna et 23 piqlres a
Toussiana (figure 9). La quasi-totalité¢ des moustiques a été collectée pendant la saison des
pluies entre juillet et octobre avec 97% des effectifs a Léna et 98% a Toussiana. La

présence du marigot sub-permanent a Léna offre une possibilité de reproduction a An.



gambiae en dehors de la saison des pluies et permet donc de capturer les moustiques
jusqu’en janvier.

Quant a An. funestus, les effectifs sont nettement moindres et les densités sont
pratiquement nulles de janvier jusqu’en juillet. Le pic de densité est observé a Léna en
octobre avec 11 piqires’/homme/nuit et la courbe de distribution est 1égérement décalée par
rapport a celle d’An. gambiae sl.( figure 10). Ce moustique colonise des gites plus
profonds bordés de végétation aquatique que le marigot peut facilement fournir. A
Toussiana ’écologie est peu favorable au développement d’An. funestus d’ou les densités

plus faibles oscillant entre 0 et 2 piqiires/homme/nuit.

3.2.3.4 Variation mensuelle du taux de parturité

Au total 1 165 femelles d’An. gambiae s.1. ont été disséquées pour la mesure de
I’dge physiologique. Le taux de parturité moyen était comparable dans les deux sites
d’étude tant a Iintérieur (x>=0,19 et p=0,66 tableau 12) qu’a I’extérieur des habitations
(x*=0,32 et p=0,57). La population anophélienne est vieillissante & la fin de la saison des
pluies quand les gites larvaires diminuent et la productivité des néonates baisse.

Quant a An. funestus, seulement 45 femelles ont pu étre disséquées, toutes a Léna.
On y observe un taux de parturité plus élevé chez les moustiques capturés a I’intérieur,
mais compte tenu des effectifs réduits, la différence observée entre les deux populations

n’est pas significative (x*=1,57 et p=0,21).
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Figure 9a: Variations mensuelles de la densité agressive (ma) et de la parturité
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Figure 10b: Variation mensuelle de la densité agressive (ma) d'dnopheles funestus
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Tableau 12: Taux de parturité de la population anophélienne circulant a L.éna et Toussiana

de Mars 1999-Février 2000

INTERIEUR EXTERIEUR
Moustiques Villages |P=nombrede| B=P+N TP=PBx100 | % p |[P=nombrede| B=P+N TP=P/B x 100 x P
moustiques intervalle de con- moustiques intervalle de con-
pares fiance 4 95% pares flance a 95%
Léna 219 366 59,8 207 333 62,2
Anopheles gambiae 5.1 (54,8-64,9) | 0,19 0,66 (57,0-67,4) 0,32 0,57
Toussiana 154 265 58,1 120 201 59,7
(52,2-64,0) (52,9-66,5)
Léna 23 31 74,2 7 14 50
Anopheles funestus (55,4-88,1) (23,0-77,0)
Toussiana - - - - - -

P= femelles parcs

N= femelles nullipares
TP=Taux de Parturité




3.2.3.5 Indice sporozoitique

Sur les 1 165 femelles d’An. gambiae sl sur lesquelles on a recherché les
sporozoites, 65 ont été trouvées positives a P. falciparum donnant un indice sporozoitique
moyen comparable dans les deux sites d’étude (x’=1,01 et p=0,32 tableau 13) a I’intérieur
des habitations. Des valeurs sensiblement égales ont été obtenues chez les moustiques
collectés a ’extérieur (xz=3,22 et p= 0,07).

Le taux d’infestation moyen observé chez An. funestus est trés élevé avec 16,1%
des femelles capturées a I’intérieur des maisons et 7,1% pour celles capturées a I’extérieur.
Globalement la différence d’infestation constatée entre An. gambiae s.l. et An. funestus

n’est pas significative (x*=3,42 et p=0,06).

3.2.3.6 Taux d’inoculation entomologique

Au total 192 piqlires infectantes par homme et par an sont regues a Léna a
Iintérieur des maisons. Cette transmission est assurée par deux vecteurs a savoir An.
gambiae s.1. et An. funestus qui inoculent respectivement 62% et 38% des piqiires. Le taux
d’inoculation entomologique annuel est de 117 piglres infestantes a I’extérieur des
maisons et An. funestus 0’y participe plus que pour 4%. Seul An. gambiae sl. assure la
transmission a Toussiana, la participation d’An. funestus étant négligeable. Au total 60
p/h/an sont regues dans ce village a ’intérieur des habiiations contre 47 a 'extérieur. La
transmission est étalée sur six mois de juillet-décembre a Léna et seulement sur 4 mois

d’aoft-octobre a Toussiana (figure 11).
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Tableau 13: Indice sporozoitique (1S) de Ia population anophélienne circulant & Léna,

Toussiana de Mars 1999-Février 2000

INTERIEUR EXTERIEUR
Moustiques Villages |n=nombre de | B=P+N IS=n/Bx100 | ¥ p |n=nombrede| B=P+N 1S=wBx 100 | p
moustiques intervalle de con- moustiques intervalle de con-
CS-positifs fiance a 95% CS-positifs fiance a 95%
Léna 25 366 6,8 19 333 5,7
Anopheles gambiae s.1 (4,3-9,4) 1,01 0,320 (3,2-8,2) 3,22 0,07
Toussiana 13 2065 49 8 201 4
(2,3-7,5)
Léna 5 31 16,1 1 14 7,1
Anopheles funestus (5,45-3,7) - - (0,2-33,9) - -
Toussiana - - - - - -

IS=indice sporozoitique

B=P+N:somme des femelles pares et nullipares, seules les femelles pares ont é1é testées par ELISA
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3.2.4 Le suivi de la transmission a Léna sur trois années consécutives

La transmission du paludisme 4 Léna et la dynamique des espéces vectrices sont
des parameétres qui sont fortement liés 4 I’écologie du milieu et a la pluviométrie. L’étude
menée de Mars 99 a Février 00 a révélé la présence d’An. gambiae s.1. et d’An. funestus
comme vecteurs essentiels dans ce village. Aprés la premiére année de travail, nous avons
poursuivi nos études a Léna en raison de la participation importante d’An. funestus a la
transmission du paludisme. Ce moustique a été trés peu étudié au Burkina Faso, méme s’il
y occupe une place importante. Nous avons voulu comprendre la dynamique de cette
espeéce et son interaction avec An. gambiage s.1. dans un milieu favorable au développement
de ces deux moustiques. C’est ainsi que les captures des moustiques se sont déroulées sur
trois ans de 1999 a 2001. Si la premiére ann€e d’étude s’est déroulée sur 12 mois, les deux
autres en revanche ne se sont étalées que sur six mois chacune (de juillet a décembre),

période en dehors de laquelle, les moustiques sont rares.

3.2.4.1 Composition de la faune vectrice

Trois vecteurs ont pu étre identifiés tout au long de cette €tude en des proportions
fortement variables d’une année a 'autre. Au total 8 300 moustiques ont été capturés
pendant les trois ans du suivi. An. funestus représente 59,9% de ’effectif contre 38,1%
pour An. gambiae s.1. et seulement 2% pour An. nili (figure 12). An. gambiae s.1. représente
cependant 65% des effectifs en 1999 contre seulement é4% pour An. funestus. A I'inverse,
en 2000 et 2001, An. funestus est largement dominant avec respectivement 73% et 71% des
effectifs contre 25% et 26% pour An. gambiae s.1.. An. nili reste numériquement faible et
sa participation est négligeable dans la transmission du paludisme. L’effectif global capturé
de juillet-décembre pendant les trois ans de suivi n’a pas fortement vari¢ d’une année a une

autre (2 720 en 1999, 2 869 en 2000 et 2 662 en 2001).
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Figure 12: Répartition des espéces anophéliennes vectrices capturées
a l'intérieur des maisons de 1999-2001 a Léna



3.2.4.2 Taux d’endophagie des trois espéces vectrices

Dans ’ensemble An. funestus et An. gambiae sl. ont manifesté une tendance a
I’endophagie, variable d’'une année a une autre et plus marquée dans tous les cas chez An.
JSunestus (tableau 14). Quant a An. nili, il a un comportement largement exophage avec

60% des effectifs capturés a ’extérieur des habitations.

Tableau 14 : Taux d’endophagie de trois espéces anophéliennes & Léna de 1999-2001

37

Intérieur Extérieur

Année  Moustiques Nombre % Nombre %
An. gambiae s.1. 459 48,4 489 51,6
1999 An. funestus 243 54,2 205 45,8
An. nili 9 36,0 16 64,0
An. gambiae s 1. 184 52,3 168 47,7
2000 An. funestus 555 57,6 409 424
An. nili 16 48,5 17 51,5
An. gambiae s.1. 178 53,6 154 46,4
2001 An. funestus 500 67,8 237 322
An. nili 19 36,5 33 63,5

Le nombre de séances de capture reste identique pour les trois ans = 48 séances de capture étalées sur six
mois

3.2.4.3 Variation mensuelle des densités vectorielles

Les gites de reproduction ne sont véritablement productifs que pendant cing mois,
de juillet a novembre. An. gambiae s.1. prédomine durant la premiére année de capture avec
des effectifs supérieurs & ceux d’An. funestus de juillet a septembre et le pic d’An. funestus
est observé en octobre avec 11 piglires’/homme/nuit (figure 13). An. gambiae sl. a été
observé jusqu’en décembre la premiére année. Les deux années suivantes, An. funestus est
observé a partir du mois d’aofit avec un pic de densité nettement dominant en septembre

(45 p/h/n en 2000 et 29 p/h/n en 2001). Les variations mensuelles des densités agressives




d’An. gambiae s.l. sont trés similaires en 2000 et 2001 avec un maximum de 10 p/h/n
contre 24 p/h/n en 1999. 1l a pourtant plu pratiquement les mémes quantités d’eau pendant
les trois années avec un léger avantage en 2000 ou on enregistrait 1 171 mm. Le graphique
de la répartition mensuelle de la pluviométrie sur les trois années montre une distribution
groupée autour des mois de juin-septembre avec 71% du volume total enregistré en 1999
contre 84% en 2000 et 79% en 2001 (figure 14). La variation de la densité agressive des
deux espéces d’une année a I’autre n’est pas clairement expliquée, et tiendrait en partie a la
répartition de la pluviométrie, a la disponibilité des gites de reproduction pour les deux
especes et la variation des facteurs climatiques (hygrométrie, température) qui n’ont hélas
pas été mesurés. Le total des effectifs capturés ne varie pas énormément d’une année a une

autre, mais plutdt les effectifs relatifs de chaque espéce.

3.2.4.4 Variation annuelle du taux d’inoculation entomologique

Les taux d’inoculation entomologiques obtenus a I’intérieur des habitations sont
similaires pendant les premiére et troisiéme années, mais accuse une légére baisse la
deuxiéme année. Globalement, un homme regoit entre 171 a 192 piqires
infectantes/homme/an (tableau 15). A Dextérieur, la valeur du TIE est plus basse et
enregistre son pic en 2000 avec 123 pi/h/an contre seulement 98 pi/h/an en 2001, son
minimum. La participation de chacune des deux espéces 4 la transmission varie
énormément durant les trois ans. An. gambiae s.l. assure 62% de la transmission la
premiére année. Pour les deux années suivantes, An. funestus occupe le premier rang avec
50,3% et 64,4% les deuxiéme et troisiéme années. Ce renversement de situation fait suite a
une augmentation consécutive de la densité agressive de cette espece les deux dernieres
années de suivi. Cela se refléte sur ’age physiologique de la population, qui, de 73,3% la
premiére année, est passé par son niveau le plus bas en 2000 avec 62%, année de tres forte
densité. Le taux d’infestation a P. falciparum en a été modulé en conséquence avec
seulement 5% d’infestation en 2000 contre 16% en 1999. Malgré sa forte densité en 2000
et 2001, An. funestus ne participe que pour moitié a la transmission a I’extérieur des

habitations ou le taux de parturité est relativement plus faible.
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Tableau 15: Taux d'Inoculation Entomologique (TIE) annuel a L.éna de 1999 4 2001

INTERIEUR EXTERIEUR
Année Moustiques TP IS TIE TOTAL TP IS *TIE TOTAL
Anopheles gambiae s.1. 59,7% 6,8% 119 62,1% 5,7% 112
1999 62,0% 192 _ 96,0% 117
Anopheles funestus 73,3% 16,1% 73 50,0% 7,1% 5
38,0% 4,0%
Anopheles gambiae s.1. 74,6% 12,0% 85 71,0% 10,9% 70
2000 49.7% 171 56,9% 123
Anopheles funestus 62,1% 4,8% 86 59,6% 3,8% 53
50,3% 43,1%
Anopheles gambiae s.1. 82,8% 9,8% 68 74,5% 7,9% 47
2001 35,6% 191 48.0% 98
Anopheles funestus 83,5% 6,5% 123 77,1% 5,9% 51
64,4% 52,0%

*TIE: taux d'inoculation entomologique et les pourcentages se rapportent a la participation de chaque espéce a la transmission

TP: taux de parturité
IS: indice sporozoitique




3.2.5 Discussion

Deux espéces vectrices majeures assurent la transmission du paludisme dans notre
région d’étude avec une dynamique saisonniére marquée. An. gambiae s.1. est quasiment le
seul vecteur dans les localités urbaine de Bobo-Dioulasso et rurale de Toussiana, alors
qu’il assume la transmission conjointement avec An. funestus dans la zone rizicole de la
Vallée du Kou et la zone rurale de Léna. Le niveau et la dynamique de la transmission du
paludisme sont fortement modulés par les caractéristiques €cologiques des différents sites
d’étude.

A la Vallée du Kou, I'implantation du périmétre rizicole a entrainé de profondes
modifications de I’habitat avec la création de nouveaux types de gites larvaires. En effet,
aux gites naturels rencontrés dans les zones rurales classiques, s’ajoutent les casiers
rizicoles et 'une des premiéres conséquences de cette modification est ’augmentation
significative des densités agressives de la population vectrice. Ces densités sont fortement
corrélées aux cycles du riz dont les différentes phases ont un impact sur le développement
larvaire de la faune anophélienne. Plusieurs études en milieu rizicole ont montré une
succession des différentes espéces anophéliennes de la mise en eau des parcelles a la
récolte du riz (Snow, 1983 ; Robert ef al,, 1988 ; Doannio ef al., 2002). An. gambiae s.l.
domine de la mise en eau des parcelles au repiquage. Sa densité décline avec la réduction
de I'ensoleillement au moment de la montaison du riz et elle est progressivement
remplacée par An. pharoensis qui prédominera jusqu’au stade épiaison. La cause du déclin
de cette derniére espéce n’est pas clairement identifiée, mais tiendrait a la modification du
pH des gites larvaires (Robert et al., 1988). An. coustani lui succéde avec une réussite
certaine pendant la bréve période de maturité du riz et la récolte. Comparé a la zone rurale
classique, le niveau de transmission relevé a la Vallée du Kou est cing fois plus important
mais cette augmentation est largement en dessous du rapport des densités vectorielles entre
les deux milieux écologiques, rapport qui est de 1’ordre de 19 fois. 1l s’en suit donc que
I’augmentation de la transmission n’est pas proportionnelle & celle de la densité vectorielle.
L’implantation des périmétres irrigués pour la riziculture n’entraine pas nécessairement

une aggravation locale du paludisme (Robert ef al., 1985 ; Carnevale et Robert, 1987 ;
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Camnevale ef al., 1999) notamment dans les zones de paludisme stable. La situation est par
contre différente dans les zones de paludisme instable ou la transmission est faible et ou il
a été montré que la riziculture pouvait conduire a une aggravation du paludisme
(Coosemans, 1985 ; Laventure et al., 1996).

Méme si "'implantation de la riziculture a la Vallée du Kou, n’a pas conduit a une
aggravation démesurée du risque palustre, on constate néanmoins que le niveau de
transmission enregistré dans cette étude est 10 fois supérieur a celui qui a été relevé par
une étude conduite dans les mémes sites dans les années 80 (Robert ef al., 1985). Plusieurs
raisons peuvent en étre la cause. On assiste a un accroissement des densités vectorielles et
des indices sporozoitiques, une transmission plus longue a laquelle An. funestus joue un
role plus important. Cela résulte d’'une mauvaise organisation de la riziculture en terme de
calendrier, de la gestion de l'’eau et de l’entretien des canaux d’irrigation dont le
dysfonctionnement profite a An. funestus. Ce moustique se développerait alors dans les
canaux d’irrigation en terre battue, mal entretenus. La désynchronisation des travaux
agricoles, avec des casiers rizicoles a différents stades de développement, permet le
maintien de gites larvaires quasi-permanents pour An gambiae. Au plan de la
méthodologie, I’échantillonnage de la population vectrice au cours des deux études (Robert
et al., 1985 et la nétre) reste identique mais les techniques de traitement des moustiques
pour I’évaluation du taux d’infestation différe. L’indiqe‘sporozo'ftique obtenu dans notre
étude (méthode ELISA) est sept fois supérieur a celui de 1’étude précédente qui a utilisé
I’observation directe des glandes salivaires. Une étude realisée au Cameroun a montreé que
I'indice d’infestation obtenu par la méthode ELISA est 1,1-2 fois supérieur a celui de la
dissection des glandes salivaires (Fontenille er al, 2001). Cela n’explique que
partiellement les différences observées. Des études devraient étre menées afin de vérifier
d’autres facteurs tel que I’anthropophilie des vecteurs que les auteurs de I’étude de 1985
jugeaient particuliérement basse. Cela était probablement lié a 'usage généralisé des
moustiquaires et & un accés facile des moustiques aux hotes alternatifs, tels que boeufs et
moutons dont les enclos sont a proximité des maisons. De nos jours, bien que les

moustiquaires existent, elles sont en trés mauvais état et ne sont pas convenablement
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utilisées (Toé, communication personnelle). Un autre élément important & prendre en
compte dans I’augmentation de la transmission est la taille du réservoir humain de parasite
dd a la chloroquinorésistance plus importante au moment de notre étude. Les indices
gamétocytiques des habitants des villages rizicoles étaient particuliérement bas en 1985,
comparés a ceux des villages environnant de savane (Gazin et al., 1985). Il apparait que le
réservoir de parasites infectant pour les anophéles était réduit dans ce milieu. De nos jours
le niveau de la chloroquinorésistance est plus élevé au Burkina Faso (Ouédraogo et al,
1990 ; Guiguemdé et al, 1994 ; Ouédraogo ef al, 1998). Ces auteurs ont noté une
augmentation progressive de la chloroquinorésistance tant au niveau parasitologique que
clinique au Burkina Faso de 1980 a 1990 ou on a atteint 15% de résistance clinique.
Cependant, ce niveau chutait 2 5% une année plus tard. Il reste donc entendu que,
dépendant du lieu et de I’année, la chloroquinorésistance peut fortement varier. Par ailleurs
une étude d’évaluation de l'impact de la chloroquine en traitement prophylactique et
thérapeutique des accés fébriles sur la transmission du paludisme a donné des résultats
ambigus. Néanmoins, ’auteur (Robert, 1989) souligne qu’il v a une tendance a la
diminution de la transmission due a la réduction du « réservoir de parasite » infectant pour
les vecteurs. Notons enfin pour terminer qu’une étude de la transmission réalisée
récemment en Cote d’Ivoire dans la plaine rizicole de Kafiné a relevé un niveau de
transmission similaire au ndtre (Doannio et al., 2002). . .

Bien que n’ayant pas déterminé spécifiquement la part de la transmission assurée
par les différentes espéces du complexe An. gambiae, nous avons des preuves indirectes
(Robert, 1989) que An. gambiae forme M assure au sein d’An. gambiae s.s. la quasi-totalité
de la transmission a VK5 (quartier central). An. gambiae forme S intervient en association
avec la forme M a VK7 (quartier périphérique). An. arabiensis est trés faiblement
représentée. Ceci a été confirmé par nos résultats obtenus dans le cadre de 1’étude sur la

résistance (cf chapitre IV).

En milieu urbain, An. gambiae sl est le vecteur majeur du paludisme. La forme

moléculaire S d’An. gambiae s.s. serait dominante (cf chapitre IV sur la résistance). La
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transmission est faible au regard de ce qui est observé a la Vallée du Kou, mais reste
comparable & la situation de Toussiana. Les deux quartiers, central et périphérique,
connaissent le méme niveau de transmission, mais sa répartition dans I’année est
complétement différente. Le quartier Kuinima périphérique a le méme profil que les
villages classiques de savane avec une transmission réduite a la saison de pluies alors qu’a
Dioulassoba (central) elle est présente toute I’année. La présence du cours d’eau permanent
dans ce quartier offre des gites de reproduction en toute saison a An. gambiae et explique
cette transmission longue. En général le phénoméne de 'urbanisation est préjudiciable a
une transmission intense car la typologie des gites inhérente aux activités domestiques est
défavorable a la reproduction des vecteurs du paludisme (Mouchet ef al, 1993 ; Trape et
Zoulani, 1987). La situation est par contre différente dans les zones urbaines ou la présence
de cours d’eau favorise la reproduction d’An. gambiae s.1.. C’est ainsi qu’une transmission
intense a €té relevée dans la ville de Cotonou au Benin ou la présence de mangroves offre
des gites de reproduction a An. gambiae s.1. (Chippaux et Akogbeto, 1991) tout au long de
I’année. Des auteurs ont également observé une augmentation des indices parasitaires de la
périphérie vers le centre dans la ville de Niamey (Julvez et al, 1997) ou le fleuve Niger
forme de multiples flaques résiduelles lors de la décrue. Ces flagues constituent des gites
de choix pour An. gambiae s.1. et sont & ’origine d’une forte transmission du paludisme.
Contrairement a nos résultats, une étude de la transmissi‘on conduite dans les années 80 a
Bobo-Dioulasso avait donné des niveaux de transmission a la limite du décelable avec 1
piqlre infectante par homme, tous les sept ans au centre ville et 5 piglires infectantes par
an en périphérie (Robert e al, 1986). Le niveau actuel de transmission enregistré dans
notre étude est 400 fois plus élevé au centre ville et 17 fois plus élevé en périphérie. Cela
repose a la fois sur une augmentation sensible de la densité agressive, du taux d’infestation
et sur une longévité moyenne plus élevée. Signalons enfin qu’une étude conduite dans les
années 60 a Bobo-Dioulasso par Coz et collaborateurs (1962) a relevé un indice
d’infestation qui est 43 fois plus élevé que celui de 1’étude réalisée en 1986 par Robert ef

al., (1986).



La transmission en milieu rural de Toussiana et de Léna connait un rythme et une
intensité différents d’un village a 'autre. An. gambiae s.1. est le vecteur majeur a Toussiana
alors qu’il est associé a An. funestus a Léna ol on observe une succession des deux
espéces. La transmission a un caractére saisonnier reli¢ au rythme des pluies et fortement
tributaire du réseau hydrographique localement présent de sorte qu’on peut passer du
simple au triple d’un village a I’autre dans une méme région (Hamon et al., 1956). Robert
et al., (1985) ont enregistré une transmission de 2,5 fois supérieure entre deux villages aux
environs de Bobo-Dioulasso conforme a nos données malgre la différence de méthodes
utilisées pour déterminer les taux d’infestation. La différence observée entre les deux
villages dans notre étude repose a la fois sur les densités vectorielles et une participation
plus importante d’An. funestus dans la transmission. Par ailleurs la transmission ne dure
que trois mois dans le village de Toussiana alors qu’elle s’étale sur six mois a Léna. Le
milieu écologique avec présence d’un marigot sub-permanent a Léna favorise cette
transmission plus longue en offrant différents types de gites larvaires au dela de la saison
pluvieuse.

Un fait singulier observé dans cette localité de Léna est la forte variation de la
densité agressive d’An. funestus durant les trois années successives de suivi
entomologique. La densité agressive moyenne des deux espéces réunies reste comparable
d’une année a ['autre, mais la participation respectiyé de chacune des especes a ces
densités différe largement. Fontenille ef al., (1997) ont observé un phénoméne similaire au
Sénégal. Cette forte variation dans la dynamique des deux espéces vectrices dans notre site
d’étude pourrait s’expliquer par les précipitations particuli¢rement violentes en 2000 et
2001. Les fortes pluies ont di lessiver les gites a An. gambiae s.l.au détriement des ceux

d’An. funestus.
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IVETUDE DE LA RESISTANCE AUX INSECTICIDES

4.1 Présentation de I’étude

L’étude de la résistance aux pyréthrinoides et au DDT a été effectuée sur
I’ensemble du territoire. Une enquéte transversale pendant la saison des pluies de 1999 a
2001 dans 26 sites d’étude a permis dans un premier temps d’observer sa distribution
géographique en fonction des différents contextes écologiques et climatiques (figure 15).
L’étude s’est focalisée dans un deuxiéme temps dans la région Sud-Ouest du pays dans des
sites cotonnier, rizicole, vivrier et urbain. Le choix de ces sites répond a des critéres
d’utilisation des insecticides pour combattre les ravageurs de cultures et les insectes
nuisants. L’objectif étant de vérifier I'impact de ces traitements sur la sélection de la
résistance chez An. gambiae s.l.. Au total onze sites d’étude ont été retenus dans cette
région, mais seulement trois de ces sites ont fait 'objet d'investigations plus poussées pour
suivre la dynamique spatiale et temporelle de la résistance. Les spécimens testés ont fait
ultérieurement 1’objet d’analyses moléculaires au laboratoire afin de déterminer la structure

génétique des populations et la répartition géographique des mécanismes de résistance.

4.1.1 Les sites d’étude
1.'aire cotonniére

Au cours des dix derniéres années, la production cotonniére du Burkina Faso a
atteint 206 660 tonnes de coton graine par an. L'essentiel de cette production est concentré
sur la région Ouest du pays qui assure a elle seule 80% des tonnages de coton-graine
commercialisés. Ce secteur géographique comprend plusieurs des localités de notre zone
d’étude (figure 15). Cette aire s'étend sur 57 000 km? (20% du territoire national) et
comptait en 1990 une population agricole d'environ 1 400 000 individus. Les dégats
occasionnés par les ravageurs sur le cotonnier sont extrémement importants. En l'absence
de traitement insecticide, les pertes de rendement au Burkina Faso peuvent atteindre
localement 90% de la production certaines années et approchent 50% en moyenne sur les 7

derniéres campagnes (Anonyme, 1997). Cette pression parasitaire explique que le coton
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soit la culture qui & travers le monde, consomme la plus grosse quantité d'insecticides. Lors
de la campagne agricole de 1996/97 au Burkina Faso, 820 000 litres d'insecticides ont été
utilisés. La lutte contre les ravageurs du coton fait appel a une formulation binaire voire
ternaire, c'est a dire une association de deux ou trois matiéres actives (pyréthrinoides et
organophosphorés). Le but de cette association est non seulement d'accroitre I'efficacité
des traitements, mais aussi de retarder l'apparition de populations résistantes a ces
insecticides qui, malheureusement, n'ont plus qu'une efficacité limitée sur les chenilles
carpophages. Au Burkina Faso un calendrier de traitement insecticides du cotonnier est
imposé aux paysans par l’organisme en charge de la production cotonniéere (Société des
Fibres et Textiles) et est en movenne de six a huit traitements par campagne. Certains

pavsans peuvent dépasser ce nombre.

- Les périmeétres irrigués

Les rizieres occasionnent une pullulation de moustiques, en particulier des
anophéles vecteurs du paludisme. Les traitements phvtosanitaires dans ce secteur
d’agriculture sont moins importants car les dégats occasionnés par les parasites du riz sont
limités. Les pavsans appliquent les mémes insecticides que ceux utilisés sur le coton, car
nombreux sont ceux qui cultivent a la fois les deux. Il n’existe cependant pas dans ce cas
de calendrier de traitement a respecter. La Vallée du K»:‘)u et les plaines du Sourou et de
Bagré ont ¢té choisies comme sites d’étude dans ce contexte agricole. En raison de
’absence d’un organisme de suivi des campagnes de traitements et de I’existence des
marchés paralléles, il est impossible de connaitre la quantité d’insecticides utilisée dans ce

secteur.

- Les sites urbains

Les insecticides chimiques jouent un réle encore important dans la lutte contre les
nuisibles en milieu urbain. Ceux-ci sont principalement utilisés en pulvérisation spatiale ou
en traitement larvicide. Mais de telles méthodes de lutte pratiquées seules dans un milieu

favorable a la formation et a la prolifération des gites larvaires nécessitent des
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investissements importants en matiére d’assainissement urbain et ne permettent d'obtenir
que des résultats partiels et transitoires. De nos jours la lutte contre les insectes nuisibles en
milieu urbain reléve essentiellement du ressort des communautés. On se sert abondamment
de serpentins anti-moustiques, méme dans les foyers défavorisés. L'ingrédient actif est
souvent un pyréthrinoide. La fumée qui se dégage du serpentin exerce un effet de choc en
méme temps qu'un effet répulsif empéchant les insectes de piquer. Dans de nombreux
pays, les bombes aérosols qui contiennent un ou des pyréthrinoides en association avec un
synergiste sont utilisées en hygiéne domestique. Une enquéte menée par le Centre Muraz
dans 3 centres urbains du Burkina Faso a recensé une vingtaine de marques de bombes
aérosols et une quinzaine de serpentins contenant pour la plupart un pyréthrinoide dans le
mélange des principes actifs. Ces insecticides sont vendus dans 97% des commerces et
62% des populations utilisent soit les tortillons soit les bombes aérosols pour se protéger

des piqiires de moustiques (Ouédraogo, com. pers., Toé, com. pers.).

- Les sites a cultures vivriéres

1l s’agit de secteurs géographiques ou les traitements insecticides sont quasi
inexistants. Cette zone s’étend du plateau central jusqu’au Nord du pays ou la culture
vivriére et ’élevage de gros et petits ruminants sont les activités essentielles. A cela, nous
avons ajouté la localité de Batié, plus au Sud-Ouest, ou 1;3 climat est assez similaire & celut
de la plupart des sites d’études de 1’aire cotonniére. Ces cultures (mais, mil, sorgho,
igname, arachide, haricot...) pour la plupart, ne connaissent pas de dommages importants
et ne nécessitent donc pas de traitements phytosanitaires. Il existe cependant aux abords
des cours d’eau des cultures maraichéres qui sont traitées avec les mémes insecticides que

ceux utilisés pour le coton.

4.1.2 La collecte des moustiques et les tests insecticides en tubes OMS
L’étude a concerné An. gambiae sl et les tests de sensibilité ont lieu sur des
femelles issues de larves collectées sur le terrain (OMS, 1970, OMS, 1975). An. funestus

n’a pas été concerné par cette étude parce que ce moustique est tres difficile a
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échantillonner au stade larvaire et aussi parce qu’il a été trouvé sensible aux molécules
testées dans une étude antérieure (Diabaté, 1999). Trois insecticides ont été utilisés aux
doses diagnostiques recommandées par ’OMS. 1l s’agit de la perméthrine 1%' (25/75 :
cis/trans), du DDT 4% et de la deltaméthrine 0.05%. Ces doses diagnostiques ont été
définies par ’OMS suite a une harmonisation des résultats de tests obtenus dans plusieurs
laboratoires (WHO, 1998b). La dose diagnostique d’une espéce est définie comme le
double de la dose capable d’induire 100% de mortalité sur une souche sensible de
référence de cette espéece.

Les moustiques sont ramassés a |’état larvaire sur le terrain et transférés au
laboratoire pour étre élevés jusqu’au stade adulte. De jeunes femelles (2-5 jours) non
gorgées issues de cet élevage sont ensuite testées. Le test consiste a mettre les moustiques
par lot de 25 au contact de papiers imprégnés dans des tubes OMS pendant une heure de
temps. Des conditions standards de température, hygrométrie, lumiére, ventilation sont
respectées pour chaque test (OMS, 1970). La lecture de 'effet Knock Down (KD) se fait a
intervalles réguliers de cinq minutes la premiére demi heure du test, puis de dix en dix la
demi heure suivante. Pour cela, on observe le "tube d'exposition” par en dessous et on
compte rapidement les moustiques assommés au fond du tube par l'insecticide. Le
pourcentage de moustiques KD varie en fonction du log du temps et peut faire I'objet d'une
analyse probit. Les valeurs du KDT50 et du KDT 9;5 peuvent étre calculées. Elles
correspondent respectivement au temps au bout duquel, 50% et 95% des moustiques sont
KD. Ces valeurs permettent de comparer différents insecticides entre eux ou plusieurs
souches de moustiques par rapport a un méme insecticide. La lecture de la mortalité se fait
24 heures apres le test. Kisumu, une souche d’An. gambiae sensible aux insecticides, nous
a servi de souche de référence. Elle nous a été fournie par le Laboratoire de lutte contre les
Insectes Nuisibles (LIN) en 1998 et est entretenue depuis cette date a I’insectarium du
Centre Muraz. Des moustiques exposés dans les mémes conditions & un papier non

imprégné sont systématiquement utilisés en tant que controle.

' Les % représentent la concentration en insecticide de la solution utilisée pour imprégner les papiers OMS. 1%
correspond a 366,8 mg/m”.



Echelle? -100 km

MALI ® e

Koudougou * Ouaga

* Sabou

Boromo

._.T:__*.f)mdara . * QUMOUssq

TOGO \

Req:ons cllmathues

Sahel

| Savane séche

B Savane humide

m Zone cotonniére depuis 1960
Lo il Zone Cotonmere depurs 1997

f

COTE D'IVOIRE

B obok: -cguémaw . ) V""-':‘

NIGER

600 mm

300 mm

BENIN

Figure 15: Sites d ’étude de la résistance.



4.1.3 Diagnostic des espéces et formes moléculaires du complexe An. gambiae et mise
en évidence de la mutation kdr.

A P’issue des tests insecticides, les moustiques sont stockés dans des microtubes et
gardés a —20°C pour des analyses moléculaires afin de déterminer d’une part les espéces et
formes moléculaires d’4n. gambiae et d’autre part la fréquence de la mutation kdr au sein
des populations et décrire la répartition spatiale et temporelle de cette mutation au sein des
especes et formes moléculaires du complexe d’espéces. Les moustiques sont brovés entier
dans des tubes individuels et I’ADN est extrait a partir de ce broydt. Les réactions
d’amplification sont ensuite opérées a partir de cet ADN pour identifier les especes (Scott
etal, 1993), déterminer les formes moléculaires M et S (Favia ef al., 2001) d’An. gambiae

s.s. et rechercher la présence de la mutation kdr (Martinez ef al., 1998).

4.1.4 Séquengage de I’intron en amont du géne du Canal Sodium

Le travail de séquengage est une étape qui se situe en aval de la réaction
d’amplification en chaines. Il a pour but de déterminer la séquence d’un fragment d’ ADN,
autrement dit de décrire I’enchainement nucléotidique observé sur un fragment d’ADN. Ce
travail intervient en général dans I’étude de la variabilité génétique entre especes, la
description d’un géne ou la recherche de marqueurs génétiques tels que les microsatellites.
Dans le cadre de notre travail, nous avons utilisé cette tepfmique pour comprendre |’origine
de la dispersion de la mutation kdr au sein du complexe 4n. gambiae. Pour cela, nous
avons travaillé sur des fragments spécifiques (intron en amont de la mutation kdr) de
quelques spécimens. Les travaux ont été réalisés suivant les protocoles décrits dans Weill

et al., (2000) et les amplicons ont été expediés a une société privée pour séquencage.
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4.2 RESULTATS
4.2.1 Répartition géographique de la résistance au Burkina Faso (c¢f article n°2)

4.2.1.1 Mortalité au test OMS

Aux doses diagnostiques recommandées par ’'OMS, les trois insecticides, a savoir
la perméthrine 1% , le DDT 4% et la deltaméthrine 0,05% ont provoqué 100% de mortalité
sur la souche sensible Kisumu. Nous avons considéré les moustiques de terrain comme
résistants au DDT lorsque la mortalité était inférieure a 90%. Pour les deux autres
insecticides, le seuil de mortalité en dessous duquel les moustiques ont été considérés
résistants était de 95%. Au total 26 populations d’An. gambiae s.1. du Burkina Faso ont fait
I'objet de tests de sensibilité. La résistance de ce moustique a la perméthrine est repartie
dans I’ensemble du pays avec un gradient décroissant de la zone soudanienne & la zone
sahélienne. Ainsi huit populations sur onze sont résistantes dans la zone soudanienne avec
des mortalités variables allant de 59%, la plus faible, a 94,5% (figure 16a). Dans la zone
soudano-shélienne, seulement deux populations sont résistantes a la perméthrine sur un
total de huit testées (16b) avec une mortalité relativement forte (92-94%). Au Nord, zone
sahélienne, seulement deux populations d’An. gambiae s.1. ont pu étre testées. L’une est
résistante avec 92% de mortalité et ’autre sensible (ﬁgqré 16¢).

Une résistance croisée au DDT a été observée dans plusieurs populations. Ainsi au
Sud-Ouest, huit populations ont pu étre testées et elles sont toutes résistantes (figure 17).
Sur le plateau central, seule une population est résistante et au Nord, la population de Dori,
la seule testée, est sensible.

La plupart des populations échantillonnées se sont révélées sensibles a la
deltaméthrine. Seules les populations du site cotonnier de Orodara sont résistantes (figure

18).



4.2.1.2 Diagnostic d’espéces et formes moléculaires du complexe An. gambiae

An. gambiae s.1. est un complexe de sept especes jumelles dont deux sont présentes
au Burkina Faso : An. arabiensis, qui est une espéce adaptée aux régions arides et An.
gambiae s.s., qui a été récemment scindé en deux formes moléculaires M et S. L’ objectif
de cette étude était d’évaluer I’importance de la résistance au sein de chacun de ces taxons.
Globalement, ’analyse des populations €chantillonnées a confirmé la présence des deux
espéces au Burkina Faso avec une nette prédominance d’An. gambiae s.s. (tableau 16). Au
total 1 842 spécimens ont €té analysés dans les trois régions bioclimatiques (soudannienne,
soudano-sahélienne et sahélienne). An. arabiensis est présent a de faibles fréquences avec
une répartition graduelle croissante depuis le Sud-Ouest, zone soudannienne, jusqu'au
plateau central, zone soudano-sahélienne. Sur 232 spécimens de cette espéce, 159, soit
69%, proviennent du plateau central. Sa répartition géographique est en rapport avec la
pluviométrie et tient également compte de I"écologie du milieu. Dans la partie ouest du
Burkina Faso, la pluviométrie est assez forte avec une moyenne annuelle de 1 000 mm
d'eau, contrairement au centre et au nord du pays ou la pluviométrie annuelle enregistrée
est de l'ordre de 300-800 mm. Quant aux formes moléculaires M et S d’An. gambiae, elles

existent toutes deux mais affichent une répartition géographique différente.
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Figure 16b: Taux de mortalité a la perméthrine 1% chez des populations sauvages

d'Anopheles gambiae s.. de la zone soudano-sahélienne du Burkina Faso
aon)

% mortalité (105) 100
100 ~ 95% = senil de résistance
80
60 -
40 -
20 -
0 - ]
Ouahigouya Dori

Figure 16¢: Taux de mortalité a la perméthrine 1% chez des populations sauvages
d'4nopheles gambiae s.1. de la zone sahélienne du Burkina Faso
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Figure 17a: Taux de mortalité au DDT 4% des populations d'Anopheles gambiae s.1.
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Figure 18a: Taux de mortalité a la deltaméthrine 0.05% des populations
d'Anopheles gambiae s.1. de la zone soudanienne du Burkina Faso
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Figure 18c: Taux de mortalité a la deltaméthrine des populations
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Tableau 16: Distribution géographique des espéces et formes moléculaires
d'Anopheles gambiae s.1,

Anopheles gambiae s.s.

Anopheles arabiensis

N Y% Formes moléculaires N %
M S
N Y N Y%
Bobo-Dsso 120 97,6 6 6,6 85 934 3 2,4
Vallée du Kou 768 994 572 84.2 107 15,8 5 0,6
|Léna 141 92,8 26 30,2 60 69,8 11 7,2
Soumousso t{{] 96,4 24 30,4 55 69,6 3 3,6
Zone Banfora 30 100 4 13,3 26 86,7 0 0
soudanienne Toussiana 26 89,7 0 0 26 100 3 10,3
Léguéma 11 55 1 9,1 10 90,9 9 45
Orodara 30 100 0 0 30 100 0 0
Batié 57 95 6 133 39 86,7 3 35
Bagré 6 22,2 4 66,7 2 333 21 77,8
Po 30 100 5 16,7 25 83,3 0 0
Total 1299 86,20 648 24,54 465 75,40 58 13,80
Dédougou 30 100 27 90 3 10 0 0
Koudougou 40,7 4 40 6 60 16 59,3
Sourou 33 “88,3 46 93,9 3 6,1 7 11,7
Koupéla 6 214 6 100 0 0 22 78,6
Kantchari 22 40,7 4 19,1 17 80,9 32 39,3
Zone Fada 12 38,7 10 83,3 2 16,7 19 61,3
soudano-sahélienne |Kaya 27 90 17 63 10 37 3 10
Houndé 40 100 3 14,3 18 85,7 0 0
Sabou 27 90 0 0 15 100 3 7
Boromo 18 62,1 8 44 4 10 55,6 11 37,9
QOuagadougou 43 60,6 - - - - 28 39,4
Total 268 66,87 112 54,80 76 45,20 159 33,13
Ouahigouya 20 71,4 16 94,1 I 59 8 28,6
Zone Dori 23 76,9 19 82,6 4 17,4 7 23,3
sahélienne Total 43 74,05 35 88,33 5 11,65 15 25,95

N= nombre de spécimens analysés; %= pourcentages des espéces et formes moléculaires d'dn. gambiae




Cette répartition par ailleurs varie fortement au sein des sites d’étude d’une méme région
climatique. A 1’exemple d’An. arabiensis, la distribution de la forme moléculaire M affiche
une variabilité écotypique. Elle vit en sympatrie avec la forme S sur I’ensemble du
territoire mais est mieux adaptée a certains milieux tels que les périmétres irrigués.

Sa répartition spatiale montre un gradient décroissant du Nord-Est, zone sahélienne, vers le
Sud-Ouest, zone soudanienne (tableau 16) confirmant son adaptation au milieu semi-aride.
Globalement, le tableau de la répartition des espéces et formes moléculaires d’An. gambiae
donne une nette dominance de la forme S au Sud-Ouest alors que la forme M prédomine au
Nord. Quant au plateau central, on assiste a une distribution relativement équilibré des

especes et formes de ce moustique.

4.2.1.3 Distribution de la mutation kdr au sein des populations échantillonnées

Au total 1 842 spécimens ont été analysés et la mutation kdr a été observée
essentiellement chez la forme S d’An. gambiae. Sa fréquence chez la forme M et chez An.
arabiensis est trés faible. La distribution du géne kdr est observée sur tout le territoire avec
une fréquence élevée au Sud-Ouest, région ou les moustiques sont résistants a I’ensemble
des trois insecticides (figures 19 et 20). Ce géne est observé a 1’état homozygote chez 71%
de la population analysée de cette région. Les homozygotes sensibles représentent moins
de 10% de la population et atteste d’une grande pression insecticide dans cette région du
pays. Quant aux deux régions restantes, le Centre et le Nord, la fréquence allélique de la
mutgtion kdr est comparable et diminye de moitié par rapport 2 celle du Sud-Ouest. Par
aillewrs une anﬁ!&%é §tatistigug des résultats montre une bonne corr¢lation (p<107) entre l¢
pourcentage de survivants & la perméthrine et la fréguence ali¢lique dg la mutation kdr.
Cette forte corrélation confirme que la mutation kdr est le principal mécanisme de

résistance aux pyréthrinoides dans ces populations (figure 21).
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Figure 19: Distribution géegraphique des fréquences alléliques de la mutation kdr chez des populations
sauvages d'Anopheles gambiae au Burkina Faso
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Figure 21 : Corrélation entre les fréquences de survivants a la perméthrine 1% et la
fréquence allélique de la mutation kdr pour 23 populations d’An. gambiae s.s.. (y=
0,39x + 0,90 ; r=0,91 et p<107).

4.2.2 Répartition de la résistance suivant l’utilisatiox} des insecticides (cf article n°3)
Les résultats de la prospection générale dans les 26 sites ont révélé une distribution
géographique de la résistance avec un gradient croissant de la zone soudanienne vers la
zone sahélienne. L’étape suivante de I’étude a consisté a mesurer la variation de la
résistance en relation avec |'utilisation des insecticides. Etant donné que le Sud-Ouest est
la région agricole du Burkina Faso avec un bassin cotonnier trés développé, nous avons
étudié dans cette région I’impact des types de cultures et des traitements insecticides sur la
répartition des espéces et formes du complexe An. gambiae d’une part et d’autre part sur la
distribution de la résistance. Des sites d’étude représentatifs des différentes cultures ont été
choisis pour cette évaluation ainsi que le milieu urbain de Bobo-Dioulasso ot I'utilisation

d’insecticides a usage domestique est importante.
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4.2.2.1 Suivi de la résistance dans les zones urbaine, cotonniére et a cultures vivriéres
Les sites urbain de Bobo-Dioulasso, cotonnier de Léna et a cultures vivriéres de
Bati¢ ont €té choisis. Ils sont tous trois caractérisés essentiellement par des gites larvaires
temporaires liés aux eaux de précipitations que colonise de préférence An. gambiae forme
S. Néanmoins on rencontre dans un des quartiers de Bobo-Dioulasso, en I’occurrence
Dioulasso ba, et @ Léna, un cours d’eau dont les phases de décrue créent des flaques
résiduelles en bordure du cours d’eau favorables & la reproduction des deux formes

moléculaires d’An. gambiae.

- Mortalité au test OMS

La résistance a la perméthrine et au DDT a été observée dans les sites urbain et
cotonnier, mais une bonne sensibilité est obtenue a Batié (figure 22). Globalement la
relation entre le pourcentage de moustiques knockdown et le temps d’exposition est bien
représentée par une droite (figure 23). Les milieux urbain et cotonnier montrent les plus
faibles mortalités avec un ratio des temps de knockdown (RRKdTs;) pouvant atteindre 8,3
a la perméthrine et 32,7 au DDT (tableau 17). Bien que les niveaux de résistance au DDT
et a4 la perméthrine soient élevés, ces populations d’4n. gambiae montrent une bonne

sensibilité a la deltaméthrine 0,05%.

83



% Mortalité B Perméthrine 1% ] DDT 42 [ ] Deltaméthrine 0.05%

Kisumu Kuinima Léna Batié

souche reéf. urbain central urbain périph¢rique Cotonnier Cultures vivriéres

Figure 22: Mortalité au test OMS avec trois insecticides pour quatre populations
d'Anopheles gambiae s.l. prélevées sur le terrain et une souche sensible kisumu



Tableau 17: Résistance a |'effet knockdown des populations sauvages .

d'Anopheles gambaie s.l. récoltés dans différentes zones écologiques

Insecticide Zone site d'étude | KdT50 | KdT95 | RRS0 N | Statut
(min)  [(min)
souche sensible Kisumu 10.4 15.2 - 105 S
Dioulassoba 86.8 382.1 8.3 98 R
urbaine
Perméthrine 1% Kuinima 57 3293 5.5 101 R
cotonniére Léna 393 2954 3.8 53 R
cultures vivriéres |Batié 12.3 36 1.2 102 S
souche sensible Kisumu 30.3 49.9 - 100 S
Dioulassoba 692.1 | impossible | 32.7 97 R
urbaine
DDT 4% Kuinima 123.3 impossible 4.1 99 R
cotonniére Léna 105.9 | impossible 3.5 77 R
cultures vivriéres !Batié 24.8 124.4 0.8 28 S
souche sensible  |Kisumu 9.6 13.4 - 100 S
Dioulassoba '29‘.4 53.8 3.0 98 S
urbaine '
Deltaméthrine 0.05% Kuinima 30.6 58.7 3.2 107 S
cotonniére Léna 22.4 46.7 2.3 125 S
cultures vivriéres |Batié 17.8 34.2 1.8 21 S

KdT50=temps de contact avec I'insecticide au bout duquel 50% des moustiques sont assomés
RR50: Résistance ratio au KdT50

=sensible; R=résistant

N= nombre de spécimens testés




Figure 23 : Relation entre le pourcentage de moustiques knockdown et le temps
d’exposition a la perméthrine 1% chez la souche sensible d’An. gambiae et deux
populations sauvages.
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4.2.2.2 Suivi de la résistance dans les périmétres rizicoles (cf articles n°4, 5 et 6)

La production agricole est une priorité dans les. pays en voie de développement
pour faire face aux problémes de ressources alimentaAir’es d'une population en croissance
continue. Elle est en amont de toute autre préoccupation et constitue un des deéfis du
troisiéme millénaire. Cette politique d'autosuffisance alimentaire a conduit & la mise en
place de vastes aménagements agricoles qui ne bénéficient souvent d’aucune mesure
d’accompagnement. L’une des conséquences inhérentes a ['implantation de ces
aménagements est la prolifération de la faune culicidienne en toutes saisons. Cela
occasionne une nuisance importante en terme de piqires de moustiques, obligeant les
habitants de ces localités & avoir recours aux moustiquaires comme moyen de protection.
Notre objectif était d’évaluer le statut de sensibilité d’An. gambiae s.1. aux pyréthrinoides

dans ces milieux rizicoles favorables a I'implantation des MII.
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L’étude a ét€¢ conduite dans trois sites d’hydroaménagements agricoles. Le
périmetre rizicole de la Vallée du Kou, situé en zone soudanaise au sud-ouest du pays ou
deux quartiers, VK5 et VK7, ont été prospectés. Bagré, un périmétre aménagé en limite
sud-est de la zone soudano-sahélienne ou un seul village en périphérie des riziéres a été
étudié. Enfin le Sourou, en limite nord de la méme zone avec deux villages prospectés, Di
et Niassan. Les femelles utilisées dans les tests insecticides ont été récoltées a I’état
larvaire sur le terrain. Les mémes femelles ont été analysées pour déterminer la prévalence
des espéces et formes moléculaires d’An. gambiae et la fréquence de la mutation kdr. A
VK7 néanmoins, des analyses supplémentaires ont été faites a partir de femelles issues des
captures de nuit dans le but de comparer la distribution de la mutation kdr entre les deux

méthodes d’échantillonnage.

- Mortalité au test OMS

Quelques populations sont résistantes a la perméthrine et au DDT alors qu’une bonne
sensibilité¢ est obtenue a la deltaméthrine dans tous les sites (tableau 18). Des populations
d’An. gambiae s.1. récoltées dans deux quartiers de la Vallée du Kou ont été testées. A VK5,
quartier implanté au milieu des périmétres rizicoles, une bonne sensibilité est obtenue & la
perméthrine, mais une résistance est observée au DDT. Les populations de VK7, quartier situé
a I'interface des périmétres rizicoles et des champs de coton, sont résistantes & la perméthrine
et au DDT, mais sensibles & la deltaméthrine. Au Sourou, les populations des deux villages
sont sensibles aux pyréthrinoides, mais celle de DI est résistante au DDT. La résistance a la
perméthrine a été observée a Bagré, mais une bonne sensibilité est obtenue a la deltaméthrine.
Les moustiques n’ont pas été testés au DDT dans cette localité. D’une maniére générale, la
relation entre les pourcentages de moustiques knockdown et le log du temps d’exposition a la

perméthrine est bien représentée par une droite (tableau 18).
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- Diagnostics d’espéces, de formes moléculaires et fréquence de la mutation kdr

Au total 175 femelles d’An. gambiae sl ont été analysées pour I’identification des
especes, formes et fréquence du geéne kdr. Les deux espéces An. gambiae et An. arabiensis
sont en sympatrie dans tous les sites (tableau 19). An. arabiensis est plus représentatif dans les
hydroaménagements de la zone soudano-sahélienne avec 78% & Bagré alors qu’il ne
représente plus que 3% de la population a la Vallée du Kou. An. gambiae forme M est
dominante & VK5 et dans les sites du Sourou, mais c’est plutdt la forme S qui domine & VK7
avec 63% des effectifs d’An. gambiae s.s. analysés. La mutation kdr est présente dans les trois
sites mais uniquement au sein de la forme S d’An. gambiae (tableau 19).

A VK7, des analyses supplémentaires de femelles issues des captures de nuit, ont
permis d’observer, pour la premiére fois en zone de savane, la mutation kdr chez la forme
moléculaire M d’An. gambiae. Présente a la fréquence de 0.006 en 1999, elle est passée a 0.02

en 2000 (tableau 20).
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Tableau 18 : Sensibilit¢ de populations sauvages d'An. gambiae sl aux insecticides de
référence au cours de la saison des pluies 1999 (tests adulte OMS)

Insecticide Perméthrine 1% Deltaméthrine 0,05%' DDT 4%'

Site N | KdTse [KdTys| M| N [KdTse|KdTos| M | N [KdTso|{KdTes| M
d’étude Date| (min) | (min) | (%)} Date| (min) | (min) | % fjDate] (min) | (min) { %
Kisumu 100 14 20 [100]100] 10 15 |100f100{ 30 50 |100
(référence) 08/99 | [13-16] | [18-22] | § |/0899| [9-12] | (1418} | § [108/99| [2832] | [47-33] | §
Bama VK5 o5 | 17 31 [97] - - - -Is4] 33 94 |85

(casiers rizicoles) [[07/99] [16-18] | [2836] | 07/99 | 130-37) | [79-1191| R

Bama VK71 || 70| 19 64 |91]57] 19 | 64 |98]96| 36 | 94 |90

(bas-fond) 07/99 [ [17-21] | [51:90] | R 10799 | (21-25] | [47-67] | § ||07/99 ] [33+40] | [80-116]{ R
Bama VK711 [ 81| 23 o4 {73150 22 | 72 l100] - - - -

(bas-fond) 11/99 | [20-24] | [73-110] | R [ 1199 [19:26] | [52-104]| §

Bagré 104] 14 26 93§79 12 | 23 [100] - - - -

(zone d’inondation) {0999 [14-15] | [23-29] | R (10999 (11-13] | {2127) | §

Sourou Di 96 | 14 24 |oglos| 19 | 37 |1o0f97 | 32 | 64 |89
(zone d’inondation) || 1199 [14-15) | {22-26] | § |[11/99| [1821]) | [31-44] | @ 111/99| [2936] | [51-81] [ R
Sourou Niassan L || 82 15 26 {96 - - - - - - - -

(bas-fond) 11/99 | [13-18] | [20-33] | §

Sourou Niassan Al 51 | 15 23 |100] 53| 18 | 36 |100] - - - -
(faune résiduelle) || 11/99| [14-16] | [21-28] | § [[11/99 ] [16-19] | [3148] | §

" Dose diagnostique OMS / N : Nombre d'individus testés / Date : Date de réalisation du test
KdTs, : temps d'exposition en minutes pour lequel 50% des individus testés sont "paralysés"” - {IC 4 95%]
KdTss : temps d'exposition en minutes pour lequel 95% des individus testés sont "paralysés” - [IC 4 95%)
M : Pourcentage de mortalité relevé 4 24h aprés 1h d'exposition aux doses diagnostiques OMS
Statut : § = Sensible (95%<M<=100%) ; R = Résistant (M<=95%)




Tableau 19: Diagnostics d’espéces, de formes moléculaires et fréquence de la mutation kdr

chez des femelles d’An. gambiae sl issues des tests de sensibilité a la perméthrine 1%

Site An. gambiae sl |An. gambiae Forme § FormeM  {An.
T : ‘ larabiensis
d’étude N Fkdn | % | Fkd) | % [ Fkd) | % | F(kdr) §| % ! F(kdp)
Fama VK5 30 0 97 . 0 0 - 106, 0 3 0
casiers rizicoles) (29) | 0 (24) ()
[(Bama VK71 30 027 | 97 028 [30 093 [70 O 3 0
bas-fond) r29) (8) (19) () _i
Eama VK71 28 0,41 | 96 | 044 | 63 | 0,92 | 37 0 40
as-fond) (27) (12) (7) (1)
Fagré 27 0,018 22 : 008 | 33 | 0,25 | 67 0 78 0
zone d’inondation) (6) 2) 4) (21)
l(Saurou Di 30 0 90 | 0 0 - 100, 0 10, 0
zone d’inondation) (27} 0) (24) £3)
Sourou NiassanL | 30 0,017 | 87 0 0,02 | 12 | 0,16 | 88 0 13 0
-fond) (26) (3) (22) )

N - Nombre de femelles d’An. gambiae sl testées
F (kdr) : Fréquence allélique de la mutation kdr au sein de I’échantillon (RR+RS)/(RR+RS+SS)
% : Pourcentage (effectifs) des espéces ou formes moléculaires reporté au nombre de femelles testées




Tableau 20 : Variation mensuelle dans la fréquence de la mutation kdr et des formes

moléculaires M et S d’An. gambiae 3 VK7 de 1999-2000 capturées au stade adulte

1999 2000

s KDR® |FRy'| M' [KDR| FR)| S [KDR|FR)| M | KDR | FR)

Juillet 0 - - 140 ] o0 0 0 - - 33 0 0
0% 100% 0% 100%

Aot 4 3RR+IRS [ 087 26 | 0 0 2 [2RST 05 ] 28 | 1IRS | 0,02
14% 86% 7% 93%

Septembre 3 3RR 1 261 0 0 1 IRR | 1 24 | 2RS | 0,04
10% 90% 4% 96%

Octobre 6 4RR+2RS 10,83 25 | © 0 9 ToRR | 1 28 | IRS | 0,02
19% 81% 24% 76%

Novembre 26 [25RR+IRS| 098] 44 | IRS! 001 | 14 [H4RR]| 1 60 0 0
37% 63% 19% 81%

1 : Fréquence relative des formes moléculaires d’4n. gambiae. 2 : Génotype kdr des spécimens analysés
3 :Fréquence allélique de Ia mutation kdr

4.2.3 Variabilité temporelle de la résistance (cf article n°3)

Apres avoir observé que la résistance des populations d’dn. gambiae s.l. aux
insecticides testés avait une distribution liée aux types de cultures et a l'utilisation des
insecticides, 1’étape suivante de notre étude a consisté a faire un suivi longitudinal de la
résistance pour comprendre la dynamique des especes et formes moléculaires d’An.
gambiae et I’évolution de la résistance dans un méme site d’étude a travers le temps. Les
sites rizicole de la Vallée du Kou (VK5 et VK7), urbain de Bobo-Dioulasso et cotonnier de
Léna ont été choisis pour cette étude. Les populations ont €té échantillonnées en 2000-
2001 et testées uniquement a la perméthrine 1%. ‘

Les résultats des bioessais montrent que la rés‘i'stance observée dans les différents
sites est un processus dynamique. Dans le périmétre rizicole de la Vallée du Kou, une
bonne sensibilité des populations récoltées a été observée a VKS tout au long du suivi alors
qu’a VK7, le quartier périphérique, la résistance n’apparait que durant les deux mois a la
Léna, le site cotonnier, on cbserve
une bonne sensibilité des populations au début de la saison des pluies et de la saison séche

suivante. Par contre de juillet a octobre, la résistance augmente progressivement tout au
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Figure 24: Variation temporelle et spatiale de la résistance des populations d'dnopheles gambiae s.1.
a la perméthrine 1% dans quatre zones écologiques du Sud-Ouest du Burkina Faso en 2000-2001

M : Pourcentage de mortalité relevé a 24h aprés 1h d'exposition a la concentration diagnostic OMS
95% = seuil de résistance



Tableau 21: Distribution saisonniére des espéces et formes moléculaires des populations sauvages
d'Anopheles gambiae s.1. récoltées dans différentes zones écologiques du Sud-Ouest du Burkina Faso en 2000

Anopheles gambiae s.s.

Anopheles arabiensis

N % F(kdr) Formes moléculaires N % F(kdr)
M S
Saison site N Y F(kdr) N % F(kdr)
VK35 55 68,2 0 55 100 0 0 0 - 1 1,8 0
rizicole
VK7 30 96,7 0.44 15 53,6 0 13 46,4 0.89 i 3,3 0
rizicole
saison pluvieuse|Dioulasso ba 61 100 0.96 0 0 - 61 100 0.96 0 0 -
urhain
Léna S1 96,2 0.90 0 0 - 51 100 0.90 2 3,8 0
cotonnier
Dioulasso ba 22 91,7 0.83 3 14,3 0 18 85,7 0.97 2 8,3 0
saison séche urbain
Léna 15 75 020 | 10 71,4 0 4 28,6 0.75 5 25 0
cotonnier

Ne=nombre de spécimens analyseés

%= pourcentage des espéces et formes moléculaires d'An. gambiae .

F(kdry= fréquence allélique de la mutation kdr




Au regard de cette variabilité inter- et intra-sites, nous avons identifié par PCR les espéces
et formes moléculaires d’An. gambiae et déterminé la fréquence de la mutation kdr au sein
des différentes populations. Dans tous les échantillons, An. arabiensis est présent a une
fréquence relativement faible. An. gambiae forme S est trouvé presque exclusivement seul
pendant la saison des pluies dans les sites cotonnier et urbain alors que la forme M domine
dans le périmétre nzicole de la Vallée du Kou (tableau 21). La mutation kdr est observée
uniquement chez la forme S et & une fréquence trés élevée au sein de ces populations. La
méme analyse pendant la saison séche en milieux cotonnier et urbain montre un
accroissement des individus de la forme moléculaire M bien que les effectifs soient plus
faibles qu’en saison des pluies (tableau 21). Cette variation temporelle dans la fréquence
relative des espéces et formes moléculaires et la présence a une haute fréquence de la

mutation kdr chez la forme S expliquent I’évolution de la résistance observée dans les

pression de sélection dans les zones d’études car les modes et les fréquences d’utilisation

des insecticides varient selon les cultures.

4.2.4 Etude des événements d’introgression au sein du complexe An. gambiae (cf

article 7)

NG

4o

L’espéce An. gambiae est le taxon nominal d’un complexe d’espéces qui mobilise

depuis plusieurs décennies ’attention de nombreux groupes de recherches dans le monde

entier. De nombreuses données ont été accumulées tant au niveau de la bio-écologie que de la

génétiqgue chez ce complexe d’espeéces. Les études des phénomeénes de spéciation et

d’introgression en particulier sont actuellement en plein essor et sont d’autant plus justifiées a

I’heure ou la publication de la séquence compléte et annotée du génome d’An. gambiae est

imminente. Le passage exceptionnel de génes qui ont un avantage sélectif est toujours

possible entre les différentes espéces du complexe ou entre les formes moléculaires d’4n.

gambiae s.s. par I'intermédiaire de femelles hybrides fertiles et plusieurs arguments suggerent



qu’il a lieu effectivement en conditions naturelles (Powell et al. 1999; Weill et al., 2000).
Dans notre étude nous avons détecté la mutation kdr a la fois chez les deux formes d’4n.
gambiae s.s. et chez un individu d’An. arabiensis. Une amplification spécifique des alléles
sensible/résistant a été effectuée chez différents spécimens pour comparer la variation intra et
inter-spécifique de la séquence de I'intron situé en amont de la mutation kdr. Ceci dans le but
de comprendre [’historique du (des) événement(s) mutationnel(s) et I’expansion de la
mutation kdr au sein du complexe An. gambiae. L’intron situé en aval a peu d’intérét car il ne
présente aucun polymorphisme comme mentionné par Weill ez al, (2000). Il n’a donc pas été
pris en compte dans notre étude.

Au total 35 spécimens d’An. gambiae et 5 d’An. arabiensis ont été analysés. Un
polymorphisme de sites a été observé au niveau de cet intron. Il s’est avéré que quatre
nucléotides différentiaient les deux espéces jumelles alors que An. gambiae forme S se
distinguait de la forme M par deux nucléotides en position 702 et 896 (tableau 22). La forme
S, a ces deux positions, est caractérisée par la combinaison T-C quel que soit son génotype
pour la mutation kdr (RR, RS ou SS) alors que la forme M présente un profil différent. Les
individus M homozygotes sensibles ont tous la combinaison C-A ou C-C alors que les
résistants homozygotes, comme les individus S, présentent uniquement la combinaison T-C.

Quant aux résistants hétérozygotes, ils se caractérisent sur ’alléle sensible par la combinaison

C-A ou C-C et par la combinaison T-C sur I’alléle résistant (tableau 22).
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Tableau 22 : Polymorphisme de I’intron 1 en position 702 et 896 situé a proximité de
la mutation kdr chez des populations sauvages d’An. gambiae.

Génotype sensible SS Génotype résistant RR/RS
C-A |C- C-C T-C T- C-A C-C T-C T-

Taxon M

VK7 2 0 11 0 0 0 0 5 0
Léna 0 0 2 0 0 - - - -
Total 2 0 13 0 0 0 0 5 0
Taxon §

VK7 - - - - - 0 0 8 0
Léna 0 0 0 3 0 0 0 4 0
Total 0 0 0 3 0 0 0 12 0

Il ressort de ces résultats gue la mutation kdr est apparue au sein de la forme S d’An.
gambiae puisque tous les individus appartenant a cette forme présentent, indépendamment de
leur génotype pour la résistance, la méme combinaison T-C. Le géne serait ensuite passé par
introgression de la forme S 4 la forme M dont seul I’alléle résistant affiche la combinaison
caractéristique de la forme S. Ceci confirme que la ba.rriére reproductive n’est pas compléte
entre les deux formes moléculaires de I’espéce.

Dans le cas d’An. arabiensis, outre les deux sites en position 702 et 896 qu’il partage en
commun avec I'une des deux formes d’An. gambiae, il se différencie par quatre autres
nucléotides en position 494, 824, 830 et 835 (tableau 23). Ces quatre sites caractéristiques
d’An. arabiensis, présentant la combinaison G-A-A-T, sont bien conservés chez les individus
sensibles homozygotes. Par contre chez le seul spécimen résistant hétérozygote analysé,
I’alléle mutant affiche la combinaison T-A-A-T alors que I’alléle sensible conserve la

séquence typique. Cet individu se caractérise donc par un T en position 494 a la place d’un G,
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nucléotide qui est propre & An. gambiae. Toutefois compte tenu du faible nombre d’A4n.
arabiensis séquencé, il est probable que ce premier nucléotide soit un site polymorphe au sein
de cette espéce. Dans ce cas la mutation kdr présente chez An. arabiensis serait due a un
événement indépendant de celui survenu chez An. gambiae s.s. 1l est donc important de
poursuivre les investigations afin d’étudier un plus grand nombre d’individus sensibles et si

possible résistants.



Tableau 23: Amplification spécifique d'alléle de I'intron 1 de la mutation kdr suivie de séquencage
chez des populations sauvages et de laboratoire d'Anopheles gambiae s.l.

Position des nucléotides

n° de moustique | génotype kdr |allele amplifiélespece/forme moléculaire] 494 702 824 830 835 896
1 SS S An. gambiae S T T T G A C
RR R T T T G A C
3 RS R T T T G A C
S T T T G A C

4 SS S An. gambiae M T C T G A C/A
5 RR R T T T G A C
6 RS R T T T G A C

S T C T G A C/A
8 SS S An. arabiensis G C A A T C
9 RS R .- An. arabiensis T C A A T C
S ' G C A A T C
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4.3 Discussion

La résistance des vecteurs du paludisme aux insecticides constitue un obstacle majeur a la
lutte antivectorielle. La présente étude a permis de montrer que les populations d’An. gambiae
sont résistantes aux pyréthrinoides sur ’ensemble du territoire Burkinabé. La répartition
géographique de cette résistance est cependant inégale et affiche un gradient croissant du
Nord-Est, zone sahélienne vers le Sud-Ouest, zone soudanienne. Cela tient a la fois 4 la
distribution géographique des espéces et formes d’An. gambiae, a la présence du principal
mécanisme de résistance essentiellement chez une seule des formes moléculaires, et a la
pression de sélection insecticide qui peut étre soit d’origine agricole soit domestique.

L’impact des traitements agricoles sur la résistance des vecteurs a été montré dans de
nombreuses études. La résistance a la dieldrine d’An gambiae, par exemple, a €té enregistrée
dans plusieurs pays d'Afrique de ['Ouest entre 1953 et 1963 ou cet insecticide n'avait jamais
été utilisé dans le domaine de la santé publique (Mouchet, 1988). En 1960 quand l'utilisation
du DDT en pulvérisation intradomiciliaire 2 Bobo-Dioulasso a été stoppée, An. gambiae était
sensible a cet insecticide. Cependant en 1967, la résistance au DDT est apparue suite a son
introduction pour traiter les plants de cotonnier (Hamon et al, 1968). Brun et Sales (1975)
attribuent la résistance 2 la dieldrine d'dn. funestus a la pression de sélection exercée par la
culture de coton a Soumousso au Burkina Faso. Enfin, Lines (1988) cite un exemple au
Salvador ou des auteurs ont remarqué en 1972 une baisse importante de la densité
anophélienne dans une région ou des organophosphorés avaient été utilisés sur le coton. Dans
le méme temps, ces densités restaient normales dans une zone contréle, non traitée. Cing
années plus tard, des densités comparables étaient retrouvées dans les 2 zones (cotonniere et
non cotonniére), méme pendant la saison de culture du coton. La résistance ainsi apparue était
a mettre au compte de l'utilisation de ces insecticides en agriculture. Cette hypothése était

soutenue par quatre arguments indirects:
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i-Le niveau de la résistance était plus élevé dans la zone cotonniére que dans la zone non
cotonniére,

ii-Le niveau de la résistance était plus élevé pendant la période de traitement du coton et
déclinait aprés cette période,

iii-L'utilisation de ces insecticides en agriculture a dramatiquement réduit les populations
de moustiques au début et non plus tard quand la résistance avait atteint un niveau élevé,

iv-la résistance était rencontrée aussi bien chez les adultes que chez les larves.

La pression de sélection de la résistance exercée par les insecticides agricoles est
d’autant plus importante qu’elle s’exerce sur les larves dans leur gites naturels a la faveur
des eaux de ruissellement qui charrieraient l'insecticide appliqué aux cultures, en
particulier au coton, dans les dépressions du sol qui sont des gites de moustiques. Pour
I’heure aucune étude n’a véritablement recherché la présence de résidus d’insecticides dans
les gites de moustiques par dosage HPLC. Cependant une étude réalisée en Cote d’Ivoire
sur le rendement d’émergence de deux souches d’An. gambiae mises en eau de gites
collectée en zone cotonniére a montré que Kisumu, la souche de référence sensible aux

insecticides se développait trés mal par rapport a la souche résistante VKPer.

Le Sud-Ouest du Burkina est la principale région a;gricole avec une utilisation massive de
pyréthrinoides sur les plants de cotonnier. On a observé une variation spatiale et temporelle de
la résistance dans cette zone. Cette fluctuation tient a I’écologie du milieu dont les
caractéristiques déterminent la distribution des espéces et formes d’An. gambiae et
conditionnent les types de cultures pratiquées et donc la nature des traitements insecticides.
En riziére (VKS5), An. gambiae M qui colonise ce milieu reste sensible aux pyréthrinoides en
toutes saisons d’autant plus que la pression de sélection est trés faible. A linverse une
résistance de la population anophélienne a la perméthrine est observée a Léna pendant la

saison des pluies en pleine campagne cotonniére alors qu’une sensibilité normale est obtenue
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en saison séche. Suivant la disponibilité des gites larvaires, An. gambiae forme S résistante
domine pendant la saison des pluies, au moment des traitements insecticides, et An. gambiae
M prend le relais en saison séche. Une augmentation de la fréquence relative d’An. arabiensis
est observée par la méme occasion. La résistance d’An. gambiae & la perméthrine en toutes
saisons a Bobo-Dioulasso, milieu urbain, est la conséquence d’une pression insecticide
continue méme en saison séche ou la faune résiduelle culicidienne est essentiellement
constituée de Cx. quinquefasciatus, moustiques dont la nuisance entraine 'utilisation des
tortillons et des aérosols. Dans une étude conduite en 1993 a Bouaké, l'équipe de I'TPR a
signalé la présence de populations d'An .gambiae résistante a la perméthrine & Bouaké (Elissa
etal, 1993). Cette résistance a €té attribuée a la pression sélective exercée par l'utilisation des
bombes aérosols dans la ville de Bouaké. En milieu urbain, il existe d’autres utilisations des
insecticides qui exercent de ce fait une pression de sélection intense sur la faune
anophélienne. Les cultures maraichéres aussi sont a la base de la sélection de la résistance
chez An. gambiae en milieu urbain, car elles sont constamment traitées aux insecticides, qui
du reste sont les mémes que ceux utilisés sur le coton. Le milieu urbain est probablement la
zone ou les moustiquaires imprégnées ont de grandes chances d’étre rapidement intégrées
dans |’arsenal de lutte contre les moustiques & cause de' la forte nuisance de piqlres due a Cx.
quinquefasciatus et du pouvoir d’achat de la communauté. Il faut craindre que le niveau de
résistance observé dans ce milieu ne soit préjudiciable & ’utilisation des MII d’autant plus que
Cx. quinquefasciatus est pratiquement résistant a toutes les familles d’insecticides.

Les hydroaménagements agricoles constituent un milieu particulier dont I’écologie est
favorable a An. gambiae M. Elle a été la forme majoritaire d’An. gambiae rencontrée dans
tous les périmétres irrigués de note étude. Une sensibilité normale aux pyréthrinoides a été
observée dans la plupart des sites a I’exception de VK7, un quartier rizicole situé a I’interface

riziculture/coton. Cette résistance tardive observée en fin de saison de pluies dans ce milieu
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est consécutive & un envahissement progressif d’An. gambiae forme S résistante en
provenance des villages environnants de la zone cotonniére.

La mutation kdr a été identifiée comme principal mécanisme de la résistance a la
perméthrine chez les différentes populations étudiées. Elle aurait été sélectionnée
antérieurement par I'usage massif du DDT en agriculture et maintenue grice a ’utilisation
actuelle des pyréthrinoides pour la protection des cultures (Chandre et al, 1999b). Cette
résistance a été reportée chez plusieurs insectes comme la conséquence d'une mutation de la
leucine en phénylalanine sur la séquence du géne codant pour le canal sodium (Williamson ef
al., 1996, Miyazaki et al., 1996, Martinez et al., 1998). C’est la méme mutation qui est
retrouvée chez les populations d’An. gambiae d’Afrique de ’Ouest (Martinez et al., 1998).
Par contre, c’est une autre mutation, la leucine en serine, qui est décrite chez les populations
d’An. gambiae d’ Afrique de I’Est (Ranson et al., 2000a). Enfin, une troisiéme mutation de la
leucine en histidine, toujours a la méme position, a été rencontrée chez des populations de
ravageurs de tabac, Heliothis virescens résistantes aux pyréthrinoides (Park & Taylor, 1997).
Le caractére conservé des mutations qui s’opérent toujours au méme endroit chez différentes
espéces d’insectes, suggére que seule une mutation sur cet acide aminé est capable de conférer
a l'insecte une forte résistance, tout en gardant la Afdnctionnalité du récepteur (ffrench-
Constant ez al,, 1994). Méme si la mutation kdr a été décrite comme le principal mécanisme
de résistance aux pyréthrinoides en Afrique de I’Ouest (Chandre, 1998), il existe néanmoins
d’autres mécanismes. C’est ainsi qu’une résistance de type enzymatique, en [’occurrence les
oxydases, a été observée chez des populations d’4n. gambiae du Kenya, de la Cote d’Ivoire et
du Cameroun (Ranson ef al., 2000a., Chandre, com. pers ; Etang, com. pers). La résistance
d’4n. gambiae forme M de la Vallée du Kou au DDT, malgré la faible fréquence de la
mutation kdr qu’on y observe, laisse supposer la présence d’un mécanisme enzymatique de

type glutathion-S-transférases.
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Malgré des forts niveaux de résistance obtenus a la perméthrine, les populations d’An.
gambiae du Burkina montrent globalement une bonne sensibilité 4 la deltaméthrine. C’est
aussi le cas en Cote d’Ivoire et au Bénin (Chandre, 1998 ; Akogbeto com. pers.). Bien que
notre étude n’ait pas pris en compte An. funestus, il faut signaler que ce moustique est sensible

a ’ensemble des trois insecticides testés dans le cadre de ce travail (Diabaté, 1999).

La mutation kdr s’est révélée étre un marqueur important du phénomeéne de spéciation en
cours au sein d’An. gambiae s.s.. L absence de cette mutation kdr au sein d’An. gambiae M,
méme vivant en sympatrie avec la forme S résistante dans les zones cotonnieres, est difficile a
expliquer. Cependant considérant que ’apparition de la résistance dans une population est
consécutive a une pression de sélection intense, il semblerait que An. gambiae forme M n’est
pas soumise, dans les conditions naturelles, a une forte sélection. L’écologie et la dynamique
saisonniere de ce moustique confirment cette hypothése, car la forme M ne s’installe
véritablement qu’en saison séche a Léna, milieu cotonnier, quand les traitements insecticides
sont pratiquement arrétés. Néanmoins, si on considére que les deux formes moléculaires M et
S d’An. gambiae, constituent une population homogéne a lintérieur de laquelle les
croisements seraient panmictiques, la mutation kdr dey:ait alors étre observée chez les deux
formes en zone de sympatrie. L’absence de cette mutation chez la forme M est un argument
démontrant I’existence d’une barriére reproductive au sein d’An. gambiae (Chandre et al.,
1999, della Torre et al, 2001). Ce d’autant plus que le géne codant pour le canal sodium est
localisé en dehors des zones d’inversion chromosomique sur le bras gauche du chromosome 2
et donc qu’il n’est & priori pas soumis aux contraintes environnementales impliquées dans la
sélection de ces arrangements (Collins ef al, 1987 ; Ranson et al, 2000b). Cependant la
nature et le mécanisme de cet isolement génétique ne sont pas encore €lucidés et cette barriére

peut étre soit pré-copulatoire, consécutive a des composantes éthologiques, ou post-
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copulatoire avec un désavantage sélectif des individus hybrides (Coluzzi et al., 1985, Touré et
al, 1998). Des études récentes sur le terrain ont confirmé le caractére préférentiel des
croisements au sein d’An. gambiae (Tripet et al., 2001). Néanmoins, certaines études ont tenté
vainement de mettre en évidence, dans plusieurs parties du génome, des différences entre les
deux formes moléculaires (Gentile ef al., 2001; Mukabayire et al., 2001; Lanzaro et al.,
1998). A cela il faut ajouter que les deux formes moléculaires sont parfaitement interfécondes
au laboratoire et les individus hybrides restent viables et fertiles (Chandre et al, 1999).
L’explication la plus plausible est que I'isolement génétique entre les deux formes est trop
récent pour permettre, méme aux régions non-codantes du génome de se différencier (Gentile

et al., 2001).

La découverte récente de la mutation kdr chez la forme M d’abord sur le littoral des pays
cotiers d’ Afrique de I’Ouest, puis de plus en plus a I’intérieur des terres comme a la vallée du
Kou et a Bouaké en Cote d’Ivoire (Chandre com. pers.), montre que 1’on assiste a un
phénomeéne dynamique et que la barriére reproductive entre les deux formes moléculaires
n’est probablement pas aussi compléte qu’on le suppose (Weill et al,, 2001 ; Fanello ef al.,
2000 ; Black et Lanzaro 2000 ; Taylor ez al., 2001 ; Tripet et al., 2001). Ce géne apres €tre
passé par introgression chez la forme M sur le littoral, peut avoir envahi I’intérieur des terres
par un phénoméne de migration, mais il est possible également qu’il soit apparu dans
plusieurs zones de savane a la faveur de plusieurs phénomenes d’introgression indépendants.
Cette derniére hypothése nous semble la plus probable, car seule la population d’4n. gambiae
M de la vallée du Kou posséde la mutation kdr au Burkina Faso, et que ce site est plus éloigné
du littoral que d’autres localités de notre étude ou la forme M est toujours sensible. Les études
menées en Cote d’Ivoire sur la distribution de ce marqueur génétique au sein des populations

M suivant un transect du littoral vers I’intérieur des terres en tenant compte des facteurs
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écologiques permettront de comprendre davantage ce processus de spéciation en cours au sein
d’An. gambiae s.s..

La mise en évidence de la mutation kdr au sein de la forme M et chez An. arabiensis bien
que son origine demeure encore incertaine, suggére que la distribution de la résistance va
rapidement s’étendre a des zones jusque 1a épargnées. La résistance aux pyréthrinoides risque
potentiellement de s’étendre a toute ’aire de distribution de ces deux membres du complexe
An. gambiae si les pressions de sélection sont suffisantes. Il est donc nécessaire d’envisager et
de tester deés a présent des stratégies de gestion de la résistance chez ce vecteur majeur du
paludisme en Afrique afin de disposer d’alternatives aux pyréthrinoides pour éviter que la

résistance n’atteigne un seuil qui ne soit plus contrélable.

V CONCLUSION

Le paludisme a pu étre contrdlé efficacement dans certaines régions du monde en
partic grice a des programmes de lutte antivectorielle basés sur [’aménagement de
’environnement et la pulvérisation intra-domiciliaire (Greenwood, 1997). En zone tempérée
en Europe, un systéme intégré de lutte alliant le contréle des vecteurs et une meilleure
organisation du systéme de santé a permis d’éradiqpér la maladie. La transmission du
paludisme au Sud du Sahara est caractérisée par la présence de plusieurs bons vecteurs qui
s’adaptent bien & leur environnement et cette ubiquité des vecteurs fait de I’Afrique un
énorme foyer ininterrompu de paludisme (Mouchet et al., 1993). L’extréme pauvreté des pays
les plus touchés, le manque de volonté politique et la mauvaise organisation des systémes de
santé rendent le contrdle du paludisme extrémement difficile en Afrique. L’impact de la
maladie en terme de santé publique augmente au fil du temps a cause des modifications de
I’environnement et des phénoménes de résistance des parasites aux antimalariques et des

vecteurs aux insecticides.
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En travaillant sur deux espéces de moustiques d’intérét majeur en santé publique dans
différents milieux €cologiques, nous nous sommes attachés a dégager la part respective de
chacune des deux espéces dans la transmission du paludisme et & étudier la résistance de
’espéce vectrice majeure aux pyréthrinoides, seuls insecticides disponibles en ce moment

pour I'imprégnation des moustiquaires.

Au plan de la transmission, notre étude entreprise a la suite de celles réalisées dans les
années 80 dans les mémes contextes écologiques a révélé une modification de
’environnement dans certains milieux. Cette dégradation du milieu a favorisé la prolifération
d’An. gambiae a la Vallée du Kou et conséquemment une augmentation de la transmission
plus étalée dans le temps. Un profil similaire a été observé en milieu urbain ou nous assistons
a un accroissement du risque palustre. Seul le milieu rural classique a montré un niveau de
transmission comparable a celui observé en 1986, probablement parce qu’il n’a pas connu de
changements notables. Méme si nous v avons assisté a une participation importante d’A4n.
Jfunestus 4 la transmission au détriment d’An. gambiae, son intensité est restée la méme
pendant les trois années d’étude. L’accroissement du "risfque palustre observé dans les deux
autres sites d’étude est probablement lié a beaucoup de facteurs dont une augmentation de la
résistance du parasite aux antimalariques et une détérioration des pratiques agricoles.
L’exemple de la Vallée du Kou en est une bonne démonstration. Dans les années 70 quand le
périmétre a €t€ mis en place, les paysans s’y sont installés et ont bénéficié a cette époque d’un
encadrement conséquent et d’une bonne assistance pour I’écoulement de leur production. Par
la suite, les paysans livrés 4 eux mémes ont di faire face a une filiére du riz mal organisée. A
cela s’ajoute la pression démographique, car les familles nucléaires pour la plupart se sont

agrandies au fil du temps, mais les superficies cultivables qui leur ont été attribuées au départ
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sont restées les mémes. Les paysans sont donc obligés de rechercher des ressources
alternatives avec d’autres cultures, comme le mais et le coton. Cette double occupation,
souvent mal coordonnée a des conséquences sur le cycle des parcelles rizicoles ot on observe
un manque total de synchronisation des travaux sur I’ensemble du périmétre irrigué. Certains
casiers rizicoles sont au stade épiaison pendant que d’autres en sont encore a la mise en eau
mettant ainsi a la disposition des moustiques des gites de reproduction de fagon permanente.
A cela s’ajoute le manque d’entretien des canaux de drainage qui favorise le développement
d’An. funestus dans la transmission du paludisme. Une meilleure organisation de la filiére
avec un suivi permanent et régulier des paysans dans de tels aménagements seraient
bénéfiques tant sur le plan de la santé que de I'autosuffisance alimentaire. Le milieu urbain,
autrefois préjudiciable au paludisme subit de plus en plus de profondes transformations
anthropiques qui fagonnent une nouvel environnement auquel s’adaptent mieux les vecteurs.
Une intensification de la culture maraichére aux abords des cours d’eaux crée des gites de
reproduction favorable au développement d’An. gambiae. La stagnation de la transmission en
milieu rural 10 ans aprés les derniéres études montrent que le niveau de la transmission peut

rester stable lorsque le milieu écologique n’a pas subi de pressions importantes.

L’augmentation de la chloroquinorésistance, qui se répercute sur la taille du
réservoir de gameétocytes, pourrait en partie expliquer ’augmentation des niveaux de
transmission. Méme si la résistance observée a la chloroquine n’a pas atteint le seuil
critique, 1’élaboration d’autres alternatives thérapeutiques semble nécessaire a la fois pour
améliorer |’efficacité des traitements et réduire la pression de sélection sur les parasites. La
combinaison thérapeutique basée sur ’association de plusieurs molécules pourrait étre une
solution mais le surcolit d’une telle méthode risque de limiter son applicabilité compte tenu
des faibles revenus de la population. Les Etats et les firmes pharmaceutiques devraient

faire un effort pour amoindrir les charges en direction des familles. Un demier travail, et
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non des moindres, devrait s’opérer au niveau de chaque pays afin d’informer les

populations a la prise correcte de ces médicaments.

La résistance aux insecticides est un phénomene qui est connu depuis les années 50.
Elle a souvent été évoquée comme la cause majeure du succés limité de certains
programmes de lutte antivectorielle. L'échec de la campagne d'éradication du paludisme
dans les années 50/60 est attribué, au moins en partie, a la résistance des vecteurs aux
organochlorés.

Les facteurs qui conditionnent 1’évolution de la résistance dépendent a la fois de la
biologie de I'insecte, de la nature des mécanismes impliqués et des aspects opérationnels
liés aux traitements. A cela il faut ajouter les modifications de I’environnement dont
I’interaction avec les autres parameétres de l'insecte est souvent mal appréhendé ou le sont
de fagon parcellaire (Chandre, 1998). Notre étude souligne, le réle primordial que joue
I’agriculture dans la sélection de la résistance chez les vecteurs du paludisme et il faut
craindre que le phénomeéne ne s’aggrave dans les années a venir car la culture du coton qui
consomme presque la quasi-totalité des insecticides au Burkina Faso s’étend a des zones

qui en étaient jusqu’alors exemptes.

An. gambiae sl., comme beaucoup d'especes Qu‘de complexes d'especes a large
répartition, a un patrimoine génétique suffisamment riche, qui lui permet de s'adapter plus
ou moins rapidement a des conditions environnementales trés variées et notamment de
constituer des populations résistantes aux insecticides. La mutation kdr est le mécanisme
principal de résistance aux pyréthrinoides présent chez An. gambiae s.s.. Sa répartition
inégale au sein des formes moléculaires M et S, bien que vivant en sympatrie, démontre
lexistence de flux géniques trés restreints au sein de cette espéce. Pour une meilleure
compréhension de la biologie et de I’écologie des espéces vectrices, il importe d’étudier les
modalités de circulation des génes entre ces deux entités taxonomiques. L’observation
récente de la mutation kdr chez la forme M dans plusieurs régions pose la question de

I’intensité réelle du flux génique au sein de I’espéce. Au dela de I'intérét scientifique, la



détection de la mutation kdr chez la forme M 4 une forte fréquence sur le littoral peut avoir
des implications sur le plan opérationnel car elle risque de se propager rapidement au sein
des populations naturelles de savane d’autant plus que la distribution de ce moustique
forme un continuum de la zone de forét aux régions semi-arides. Il est donc impératif de
surveiller I’évolution de ce géne au sein des populations naturelles du littoral vers
Pintérieur des terres en prenant bien soin de spécifier les paramétres écologiques dont

I’apport est certainement important dans la vitesse de propagation des génes.

L’inquiétude en ce moment est de savoir si le niveau de résistance actuel des
populations naturelles peut avoir un impact négatif sur lutilisation des moustiquaires
imprégnées 7 Une étude en case-piége a montré que les moustiquaires imprégnées
conservaient leur efficacité vis-a-vis des moustiques résistants et cela a été confirmé sur le
terrain dans une étude conduite en zone de résistance de la Cote d’Ivoire (Darriet et al
2000). Ce résultat s’explique par les actions antagonistes du géne kdr, a savoir une
résistance a 'effet létal et une résistance a I'effet irritant des pyréthrinoides. Comme ils
sont moins sensibles & ’effet irritant de ces produits, ils restent suffisamment longtemps au
contact des moustiquaires imprégnées et finissent par prendre une quantité d’insecticide
qui leur est fatale (Chandre er al, 2000). Toutefois le risque d’apparition d’autres
mécanismes qui augmenteraient de facon signiﬁcativg‘les niveaux de résistance actuels
nécessite que des solutions alternatives soient mises en place et testées dés a présent. Les
exemples de gestion réussie de la résistance aux insecticides en santé publique, sont rares.
Le Programme de Lutte contre I'Onchocercose en Afrique de I'Ouest (OCP) a montré que
les difficultés opérationnelles liées au développement de la résistance pouvaient étre
maitrisées de facon raisonnée (Hougard et al, 1993).

Les modeles théoriques de gestion de la résistance sont d’autant plus limités dans
leur valeur prédictive qu’ils ne prennent en compte qu’'un nombre restreint de parametres
et n’intégrent pas la biologie de ’insecte et la dynamique de ses populations (Guillet ef a/,
1996). A cela il faut ajouter les facteurs externes propre a I’environnement que 1’on ne

maitrise pas. Il s’agit essentiellement de la pression de sélection exercée par I'agriculture.
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Les pays concernés sont hélas confrontés au double défi de I’autosuffisance alimentaire et
de la santé publique. Ils mettent en général I’accent sur le secteur agricole en le dissociant
de I'aspect santé et créent des ouvrages dont les retombées sont parfois néfastes au plan
sanitaire. Toutefois des efforts sont faits pour développer des stratégies de contrdle de la
résistance au niveau opérationnel (Leeper et al, 1986), sachant que le controle des
ravageurs agricoles est nécessaire pour obtenir des rendements suffisants. Elles sont basées
sur l'utilisation de mélanges d’insecticides ayant des modes d’action différents,
I’alternance de différents insecticides dans le temps (rotation d’insecticides) ou dans
Pespace (traitement en mosaique). Des études de mélanges d’insecticides pour
I'imprégnation des moustiquaires, (i.e. moustiquaires bi-traitées), sont en cours. Cette
stratégie nouvelle vise a prévenir ou ralentir la sélection de la résistance chez le moustique.
Elle cherche avant tout une synergie d’action entre les molécules utilisées (pyréthrinoides,
carbamates, organophosphorés) afin de réduire significativement la pression de sélection
sur les différents mécanismes de résistance spécifiques a chacun des insecticides. Des
résultats intéressants sur 1’effet synergiste de ces combinaisons ont été obtenus en
laboratoire et confirmés sur le terrain (Corbel et al., 2002 ; Guillet et al., 2001 ; Hougard,
com. pers.). Ces combinaisons présentent en outre |’avantage de réduire significativement
la quantité de produits sur la moustiquaire.

Les molécules de rechange étant tres limitées,,‘u‘ne bonne gestion de la résistance
commence d’abord par une utilisation rationnelle des insecticides que nous avons & porter
de main. Dans un deuxiéme temps un suivi régulier de la résistance sur le terrain avec des
méthodes de diagnostic fiables et performants doit étre mis en place. Puis a chaque fois que
la résistance est observée sur le terrain, mettre un accent particulier sur la recherche des
mécanismes de cette résistance, sa dynamique dans I’espace et dans le temps afin de
pouvoir proposer des combinaisons ou rotation d’insecticides qui tiennent compte de tous
ces paramétres pour une meilleure gestion. Des solutions alternatives doivent étre
continuellement pensées avant méme I’apparition de la résistance afin d’éviter que celle-ci

n’apparaisse et atteigne un niveau a partir duquel les vecteurs ne soient plus contrdlables.



111

Le paludisme est une endémie en pleine recrudescence dans les pays tropicaux. Des
études multidisciplinaires touchant a la fois les interactions hdte/parasite, la mise au point
de vaccins et les moustiques génétiquement modifiés sont en cours, mais il semble hélas
que nous soyons encore loin de la solution idéale. Le génome complet d’An. gambiae est
aujourd’hui publié, mais il reste encore certainement du chemin a faire avant de pouvoir
obtenir des solutions opérationnelles applicables sur le terrain. Pour I’heure les efforts sont
fournis dans le sens de contrdler la maladie et les outils dont nous disposons pour atteindre
cet objectif sont en nombres limités. Il convient de les utiliser judicieusement afin de
pouvoir en conserver le bénéfice aussi longtemps que possible. Les matériaux imprégnés
d’insecticides sont censés rester un bon outil bien qu’imparfait dans la lutte contre le
paludisme, parce que parallelement a leur impact sur la maladie, ils diminuent
significativement la nuisance provoquée par les moustiques, ce qui est probablement la
meilleure motivation pour son utilisation a grande échelle. Cet outil de lutte connait
néanmoins des difficultés liées a sa disponibilité et au colt qui reste hélas élevé pour
beaucoup de familles africaines. A cela il faut ajouter les barriéres culturelles et le faible
niveau d’instruction des populations qui freinent la vulgarisation de I’outil.

La lutte contre le paludisme au plan entomologique passera avant tout par une
meilleure compréhension de la biologie et de I’écologie des espéces vectrices afin de
pouvoir efficacement utiliser les outils de lutte, qu’ils.{séient chimiques ou génétiques, a
notre disposition. A ce sujet, la publication de la séquence du génome d’An. gambiae est
une avancée scientifique importante. Elle ouvre des perspectives de recherches
intéressantes alliant la génomique a la bio-écologie du moustique. Une véritable synergie
d’action doit s’établir entre les laboratoires du Sud et ceux du Nord. Les différentes
équipes doivent conjointement travailler sur des programmes de recherche diversifiés sur
le terrain en relation avec les 15 000 génes identifiés a partir du génome d’An. gambiae en

ayant toujours a |’esprit leur aspect pratique opérationnel.
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RESUME

Un suivi entomologique longitudinal a été réalisé en 1999 dans la zone rizicole de
la Vallée du Kou (VKS : centre ; VK7 : périphérie) afin d’évaluer les niveaux de
transmission du paludisme. La nuisance culicidienne est considérable : un homme
dormant non protégé & VK5 regoit plus de 60 000 piqiires de moustiques par an.
Deux espéces jouent un role vecteur : An. gambiae et secondairement
An. funestus. Le cycle des saisons et la culture du riz déterminent deux périodes de
transmission & VKS5. A VK7, la transmission est plus étalée dans I’année.

Les niveaux annuels de 697 piqires infectées par homme a VK5 et de 515 pi/h &
VK7 sont supérieurs a ceux de 1984/1985. Ceci tient a la fois a un accroissement
des densités vectrices et des indices sporozoitiques. Le niveau et le rythme de
transmission sont €également plus importants que ceux relevés dans la savane
environnante. Cette transmission plus importante reste toutefois sans proportion
avec les densités vectrices trés élevées relevées dans la zone rizicole du fait
notamment de la jeunesse de ces populations inaptes & assurer la transmission.
Elle n’entraine pas localement d’aggravation du paludisme-maladie.

Mots-clés : Paludisme, riziére, Afrique



SUMMARY

A longitudinal study based on mosquitoes sampled by larvae prospecting and
adult catches on humans was carried out during 1999 in the rice field area of the
Kou Valley (south-west Burkina Faso) to evaluate the malaria transmission level.

Two sites were studied : VK5 located in the rice field centre and VK7 in the
periphery. [rrigation is sub-permanent and two crops are grown each year : from
February to June during the dry season and from July to November during the
rainy season. A man sleeping in VK5 without any protection is exposed to more
than 60 000 mosquito bites/year. Two majors vectors are present: An. gambiae sl
and An. funestus. An. gambiae M form which breeds in rice field constitutes the
majority of the complex. In the periphery of the rice field, we observed during the
rainy season a mix of M and S forms, the latter coming from classical breeding
sites created by rainfall (residual puddles). An. arabiensis is rare in this
environment while we can find it in sympatry with An. gambiae in the
surrounding savannah. An. gambiae remains present throughout the year. Its
dynamic depends closely on both season and rice cycle. There are two density
peaks, in March (210 bites/man/night) and in July (306 b/m/n), corresponding to
the moment when rice is planted. The latter peak is more important due to
additional productivity of residual puddles created by rainfall. These large and
very young populations can not transmit malaria. Growing rice reduces larvae
productivity : transmission occurs when the A'adult population decreases and
becomes older. Variations in parity rate and sporozoitic index are inversely
related to mosquito density. Finally An. gambiae population is lowest during the
dry season in January when irrigation stops.

An. funestus does not develop in rice fields but rather in drains made of dirt in
addition to the classical natural breeding sites at the end of the rainy season. The
density of An. fimestus is 25 to 30 times smaller than that of A. gambiae;
as observed during 8 months in VK5 and 10 months in VK7 with a peak in
January of 16 b/m/n. Its mean parity rate and sporozoitic index is higher than

those of An. gambiae. An. funestus plays an additional role in malaria
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transmission at the same period than An. gambiae but more shortly and less
intensively. Finally, malaria transmission is due mainly to An. gambiae (90%) and
to a lesser extent, to An. funestus (10%). It occurs in VK35 during two periods of
four months each: from May to August and from November to February. In VK7,
transmission is also bimodal but it occurs more extensively during the year with
only July and September as exemptions of transmission.

The annual inoculation rate amounts to 697 and 515 infected bites per man. This
value is higher than those obtained in 1984/1985 : 50 and 60 infected bites per
man per year [2]. This increase is due both to growth of aggressive vectorial
density and sporozoitic index. Growth of adult density can be explained by
environmental modification and/or better adaptation of vectorial species.
Sporozoitic index of vectors has been obtained by ELISA which is 2 more
sensitive than the microscopic observations used in 1984/1985. This can partly
explain the increase of sporozoitic index. Other hypothesises in relation to human
parasitological inputs have to be evaluated more accurately. Level and rhythm of
transmission in the rice field in 1999 are more important than those registered in
the surrounding savannah the same year [3]. This important transmission is
however not proportionally related to the high vectorial density found in rice
fields. Probably, it does not imply more malaria-diseases, but its intensity and
rhythm could concentrate malaria cases in young people with an early acquisition
of premunition. Pyrethroid impregnated bednets“should be used to prevent malaria
especially since high mosquitoes nuisance makes local populations to use it and
An. gambiae M form is particularly susceptible to this class of insecticides.

Key Words : Malaria, rice-field, Africa

INTRODUCTION

Les rizi¢res font partie des zones agricoles dont 1’aménagement hydraulique peut
avoir des répercussions importantes sur les maladies 4 transmission vectorielle, en
particulier sur le paludisme [1]. Un suivi entomologique longitudinal a été réalisé
de mars 1999 a février 2000 dans la zone rizicole de la Vallée du Kou afin

d’évaluer les niveaux de transmission du paludisme. Ces niveaux sont comparés
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d’une part avec les valeurs relevées en 1983/1984 dans 1a méme zone par Robert
[2] et d’autre part avec les valeurs obtenues en milieu rural classique dans la

savane environnante au cours de la méme année [3].

MATERIEL ET METHODES

1. Site d'étude

La région est située en zone de savane humide du sud-ouest du Burkina Faso. Le
climat est marqué par la succession d'une saison des pluies (mai a octobre) et
d'une saison seche (novembre a avril). La pluviométrie annuelle est de 1 100 m
avec un pic en aoit. La moyenne annuelle des températures est de 27°C.

La zone rizicole de la Vallée du Kou aménagée en 1970 s'étend sur une surface de
1 000 ha (4°25’W-11°22N). L'irrigation se pratique avec ’eau détournée de la
riviere Kou alimentant par gravité un réseau de canaux. La riziculture se déroule
en deux récoltes annelles : 'une en saison seche (février a juin), l'autre en saison
des pluies (juillet & novembre). Entre deux cycles de culture, l'irrigation est
stoppée. Le rendement moyen par récolte est de 5 000 kg/ha, soit 10 000 t de riz
par an. Sept villages implantés soit & l'intérieur de la riziére soit a sa périphérie
immeédiate abritent environ 18 000 personnes majoritairement de 'ethnie Mossi.
Deux villages représentatifs ont été retenus pour 1'étude (figure 1) :

- le village de VK5 (Vallée du Kou n° 5) situé en plein centre de la riziére,

- le village de VK7 localisé en périphérie de la riziére & 1,5 km du précédent.

2. Protocole d'étude

Il repose sur un suivi entomologique longitudinal réalisé de mars 99 a février 00
basé sur des prospections larvaires et des captures nocturnes sur sujets humains.

2. 1. Prospections larvaires

Elles ont été réalisées mensuellement dans des gites sentinelles représentatifs des
différents types de collection d'eau : casiers rizicoles, canaux d’irrigation cimentés
ou en terre, flaques résiduelles, mares sub-permanentes. Les larves recueillies sont
identifiées et les densités larvaires pour les vecteurs du paludisme (4n. gambiae

sl, An. funestus, An. nili) estimées de maniére indirecte.



Des diagnostics PCR ont été effectué sur des spécimens récoltés d’An. gambiae sl
afin de distinguer au sein de ce complexe les especes jumelles An. arabiensis et
An. gambiae [4] toutes deux vectrices du paludisme et au sein d’An. gambiae les
formes moléculaires M ou S [5]. Ces formes M et S de P'espéce An. gambiae
différent par leur bio-écologie. En savane ouest-africaine notamment au Burkina
Faso [6], les formes moléculaires M et S correspondent respectivement aux
formes chromosomiques Mopti et Savane auparavant caractérisées par
cytogénétique [7].

2. 2. Captures nocturnes sur sujet humain

Elles sont effectuées dans 4 chambres d’habitations réparties dans chaque village
a raison de 2 nuits consécutives par mois. Les mémes chambres sont utilisées
pendant toute I'étude. Dans chacune, deux captureurs se relaient entre 18h et 6h.
La détermination des moustiques capturés se fait le matin suivant la capture. Les
densités d'An. gambiae sl étant trés élevées, on préléve pour chaque point de
capture un échantillon de 25 femelles réparties dans chaque tranche horaire qui
sont disséquées afin de déterminer le taux de parturité ou age physiologique. Pour
les autres vecteurs du paludisme (A4n. funestus, An. nili), toutes les femelles
capturées sont disséquées. La détermination de la parturité est faite selon l'état des
trachéoles ovariennes par la méthode classique de Detinova [8].

La détermination de I'état d'infestation (présence de Plasmodium falciparum dans
les glandes salivaires) se fait ultérieurement par ‘ELISA sur la téte et le thorax de
chaque moustique disséqué. Le taux d'inoculation entomologique est calculé en

multipliant le taux de piqiires sur homme par l'indice sporozoitique.

RESULTATS

1. Dynamique larvaire

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

An. gambiae sl, (2) avril-mai: montaison-épiaison/dn. pharoensis, (3) juin:
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maturation-récolte/An. coustani. Les plus fortes densités larvaires s’observent
dans les casiers repiqués et sont le fait du complexe vecteur An. gambiae sl.
Apreés, les densités diminuent avec la croissance du riz et ’'ombrage qui s’en suit.
Les canaux d’irrigation surtout en terre sont beaucoup moins productifs que les
casiers. An. funestus y est récolté a de faible densité apres la mise en eau (mars)
en présence ou non de larves d’autres anopheles. En saison des pluies, le méme
schéma chronologique s’observe dans les casiers durant la seconde campagne du
riz. Qutre les casiers, agissent en sus pour les anophéles les gites classiques liés -
aux pluies : flaques résiduelles temporaires pour An. gambiae sl et plus tard
collections d’eau sub-permanente avec végétation pour An. funestus.

En saison séche (mars), les diagnostics PCR réalisées sur 30 spécimens d’An.
gambiae sl récoltés dans les casiers donnent 100% d’An. gambiae forme M. En
saison des pluies (juillet), les mémes analyses effectuées sur 30 spécimens
récoltés dans les casiers donnent 29 An. gambiae forme M (97%) et 1 An.
arabiensis. Dans les flaques résiduelles a VK7, nous avons dans le méme temps
sur 30 spécimens, 29 An. gambiae dont 15 forme M (52%) et 14 forme S (48%).
2. Composition de la faune culicidienne agressive pour I'homme

Au total, 144 hommes-nuits de capture ont été réalisées de mars 1999 a février
2000. Sur les 18 496 femelles de moustiques capturées, nous avons 15 786
anopheles (85%), 2 290 culex (12%), 408 mansonia (2%), 5 aedes et 7 autres. Les
anopheles se décomposent comme suit : 13 82'? An. gambiae sl (87%), 507 An.
Sfunestus (3%), 9 An. nili pour les vecteurs ; 1 381 An. pharoensis (9%), 57 An.
coustani, 5 divers pour les autres espéces non vectrices.

Les résultats suivants concernent seulement les deux principaux vecteurs du
paludisme dans la région (4An. gambiae sl, An. funestus). Pour An. nili, les effectifs
sont trop faibles. A VKS, un habitant non protégé recoit annuellement 63 871
pigfires de moustiques dont 43 296 An. gambiae sl et 1 324 An. funestus. A VK7,
ces chiffres sont plus faibles avec 36 459 piqlires de moustiques par homme par

an dont 29 751 An. gambiae sl et 1 207 An. funestus (tableau 1).



3. Variations saisonniéres des densités de vecteurs

Dans les deux sites, les densités d’An. gambiae sl présentent deux pics
saisonniers. Le premier en mars avec 210 piqiires par homme par nuit 8 VKS et
220 p/h/n a VK7. Le second en juillet avec 306 p/h/n a VKS, 197 p/b/n a VK7.
Les minima sont en mai et en janvier mais toujours supérieurs a 1 p/h/n (figure 2).
Pour An. funestus, les densités sont maximales en avril (11 p/h/n) et en janvier (16
p/h/n) & VKS ; en mai (10 p/h/n) et en novembre (8 p/h/n) a VK7. A VKS, elles

dépassent 1 p/h/n durant 8 mois de I’année contre 10 mois a VK7.

4. Age physiologique des vecteurs

Pour 4n. gambiae sl, le taux de parturité moyen est de 20,9% a VKS et de 39% a
VK7. A VK5, la proportion de femelles pares est trés faible en mars, juillet et
novembre. A 'inverse, la parturité est maximale en mai et en janvier.

A VK7, les minima sont notés aussi en mars et en juillet ; les maxima en mai et en
janvier. On remarque donc dans les deux sites les variations saisonniéres inverses
existant entre les taux de piqilires et les taux de parturité (figure 2).

Pour An. funestus, les taux de parturité moyens sont plus élevés : 70% a VKS et

93% a VK7 mais les effectifs réduits ne permettent pas une analyse mensuelle.

5. Infectivité des vecteurs

Pour An. gambiae sl, ’indice sporozoitique moyén est de 2,8% a VKS et de 2,9%
a VK7. Les variations saisonniéres des indices sporozoitiques sont corrélées a
celles des taux de parturité (figure 2). Dans les deux sites, les maxima sont relevés
en mai et en décembre. Les infections sont notées durant 8 mois a VK5 contre 10
mois & VK7 avec des discontinuités : aucune infection n’est trouvé en mars-avril
et septembre-octobre a VKS ; en juillet et septembre a4 VK7.

Pour An. funestus, les indices sporozoitiques moyens sont plus élevés : 4,3% a
VKS et 7,5% a VK7. Dans les deux sites, les infections sont décelées pendant 5

mois (mai-juin, décembre-janvier-février).



6. Taux d'inoculation entomologique

A VK35, la transmission est élevée de 697 piqlres infectées/homme/an (tableau 1).
An. gambiae sl assure cette transmission a plus de 90% assisté d’An. funestus. La
transmission est bimodale. Une premiére période de 4 mois va de mai & aoiit avec
des maxima en juin de 5,7 pi/h/nuit pour 4n. gambiae sl et 0,3 pi/l/n pour An.
Sfunestus. La seconde période de 4 mois va de novembre 4 février avec des pics de
3,1 pi/l/n en décembre pour An. gambiae sl et de 0,5 pi/b/n en janvier pour An.
Jfunestus (figure 3). A VK7, la transmission équivaut 2 VK5 avec 515 pi/h/an. Elle
est 1a aussi surtout le fait d’An. gambiae avec une allure bimodale mais plus étalée
dans ’année : seuls juillet et septembre sont exempts de transmission.
DISCUSSION

Comme I’a souligné Robert [2], la dynamique culicidienne dans la Vallée du Kou
est conditionnée par deux facteurs : la saison et la culture du riz. Deux vecteurs
interviennent dans la transmission du paludisme: An. gambiae et plus
accessoirement An. funestus. En saison séche, 4n. gambiae forme M se développe
dans les casiers récemment mis en eau. La forme M est inféodée aux eaux issues
de la nappe phréatique : zones irriguées ou d’inondation [9]. La productivité
larvaire est alors trés importante donnant une population adulte trés jeune ne
pouvant assurer la transmission. Au fur et 2 mesure de la croissance du riz, les
larves d’An. gambiae disparaissent. La diminutiqn de la productivité larvaire se
répercute en terme de baisse des densités aduftes et de vieillissement de cette
population. La transmission du paludisme devient alors effective. Le méme
schéma s’opére en saison des pluies avec des densités adultes supérieures du fait
de Papport a la fois des casiers et des gites classiques. Dans ceux-ci (flaques
résiduelles), nous avons un mélange de forme M et de forme S, cette derniere
étant plus adaptées aux eaux résiduelles des pluies [9]. An. arabiensis en
sympatrie avec 4n. gambiae dans la savane environnante est rare dans le milieu

rizicole. Ces résultats corroborent ceux obtenus par cytogénétique en 1984/1985

[2].
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An. funestus n’est en général pas favorisé par les riziéres en savane d’Afrique de
I’Ouest [10]. A la Vallée du Kou, il se développe plutét dans les canaux en terre
non drainés et dans ses gites classiques en fin de saison des pluies. Il joue un réle
d’appoint dans la transmission aux mémes périodes qu’4dn. gambiae mais de
maniére plus bréve et moins intense. Si on compare les deux sites, la transmission
est équivalente en terme de quantité annuelle mais differe de par son rythme plus
étalée dans ’année a VK7. Par rapport a 1984/1985, on reléve une augmentation
des niveaux (x10) et des durées (+4 mois) de transmission reposant a la fois sur
un accroissement des densités vectrices (x2) et des indices sporozoitiques (x5).
Pour les densités, les techniques d’échantillonnage sont les mémes. Des variations
inter-annuelles naturelles importantes s’observent en savane seche [11] et au sahel
[12]. A la Vallée du Kou, enclave artificielle, ’accroissement des densités repose
plus sur une modification favorable du milieu et/ou une meilleure adaptation des
vecteurs & I’environnement. La riziculture est devenue moins organisée en terme
(1) de calendrier et de gestion de I’eau et (ii) d’entretien des canaux d’irrigation.
Pour les indices sporozoitiques, les techniques different: ELISA utilisée en
1999 décéle 2x plus de moustiques infectés que ’observation directe usitée en
1984/1985 [11, 13]. Ceci peut expliquer une partie des différences observées. Des
é¢tudes devraient étre menées afin de vérifier d’autres facteurs: meilleure
accessibilité (anthrophilie du vecteur, contact homme-vecteur) ou importance
(chloroquino-résistance) du réservoir humain de i)arasites.

Par rapport a la savane environnante en 1999, les niveaux annuels de transmission
relevés a la Vallée du Kou sont 2 & 3 fois plus élevés. Les densités vectrices tres
importantes (20 fois plus pour A4n. gambiae) ne se répercutent pas
proportionnellement sur la transmission du fait de la jeunesse de ces populations.
Ce résultat montré par Robert [2] et Carnevale [10] confirme que la riziculture en
savane ouest-africaine méme si elle accroit tres fortement les densités vectrices

n’entraine pas d’aggravation démesurée de la transmission du paludisme.
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CONCLUSION

Cette étude fait le point sur la transmission du paludisme dans la zone rizicole de
la Vallée du Kou en 1999 au Burkina Faso a savoir (i) une augmentation de cette
transmission par rapport a une €tude réalisée dans la méme zone en 1984/1985 et
(i1) une transmission plus importante par rapport a la savane environnante la
méme année. Cette transmission accrue dans une région de paludisme stable [2]
n’entraine pas d’aggravation du paludisme-maladie [14] du fait d’une saturation
des piqiires infectées et de I’immunité protectrice établie dés I’adolescence [12].
Par contre, son intensité et son rythme prolongé pourraient concentrer les acces
sur les jeunes classes d’age avec une acquisition plus précoce de la prémunition.
A fin de protection, ’'usage des moustiquaires imprégnées de pyréthrinoides
apparait judicieux d’autant plus que la nuisance importante favorise 1’adhésion
des populations et que la forme M d’An. gambiae est parfaitement sensible a ces

insecticides [15] avec un risque réduit de résistance par le mécanisme Kdr [16].
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Figure 1 : La zone rizicole de la Vallée du Kou (Bama) — Burkina Faso
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Figure 2 : Variations mensuelles de la densité agressive (ma en p/h/n), du taux
de parturité (TP en %) et de I’indice sporozoitique (IS en %) pour An. gambiae
sl a la Vallée du Kou de mars 1999 a février 2000
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Vallee Nombre annuel de piqures” Taux d’inoculation annuel®
du Kou Total Total An. An. An. An. TOTAL
1999 Culicidae |Anopheles|gambiae sl| funestus \gambiae sl| Funestus
VK5 63 871 52112 43 296 1324 645 52 697
central (12) (8) [8] [5]
VK7 36 459 32736 29751 1207 435 80 515
-périphérie (12) (10) [10] (5]
Savane Nombre annuel de piqures” Taux d’inoculation annuel”
classique Total Total An, An. An. An. TOTAL
1999' Culicidae \Anopheles \gambiae sl| funestus |gambiae sl| Funestus
Lena 33572 2850 1785 936 119 73 192
(4) Q) (6] (2]
Vallee Nombre annuel de piqures® Taux d’inoculation annuel”
du Kou Total Total An. An. An. An. TOTAL
1984/1985% | Culicidae |Anopheles |gambiae sl| funestus {gambiae sl| Funestus
VK3 20500 17000 13930 70 50 0 50
1984 (12) (2) [5] [-]
VK7 17000 15000 13320 580 34 6 60
1984 (12) (4) [6] [3]
VK3 35038 280911 23595 547 26 4 30
1985 (12) (4) (4] [2]

Tableau 1: Nombre annuel de piqlires de moustiques et taux d’inoculation annuel du

paludisme recus par un homme non protégé en milieu rizicole : Vallée du Kou (1984/1985,

1999) et en savane classique : Léna (1999)

a: exprimé en nombres de piglres par homme par an

b : exprimé en nombre de pigdres infectées par homme par an

Entre parenthéses est indiqué le nombre de mois ot la densité des vecteurs du paludisme (4n. gambiae sl, An.

Junestus) est supérieure a 1 pigire/homme/nuit

Entre crochets est indiqué le nombre de mois ou des infections sont décelées chez les vecteurs du paludisme

{(An. gambiae sl, An. funestus) et ol la transmission du paludisme est donc assurée

1 : Baldet et al., soumis

2 : Roberteral,

1989
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Current distribution of a pyrethroid resistance gene (kdr)
in Anopheles gambiae complex from West Africa and
further evidence for reproductive isolation of the Mopti form

F. Chandre', S. Manguin', C. Brengues', J. Dossou Yovo?, F. Darriet?, A. Diabate?,

P. Carnevale?, P, Guillet*

VLINARD, Mompeliier. France: * IPR/OCCGE, Bouaké, Cote d’Ivoire; 3 Centre Muraz, OCCGE. Bobo Dioulasse, Burk-

ta Taso: P World Healih Organization. Geneva, Switzerland.

Apstract. In the field, the kdr mutation, involved in pyrethroid resistance, has been found widely distrib-
atect in the Savanna form of Anopheles gambiae s.s., but never in wild populations of the Mopti form or
4n agrabiensis. even N areas where both occur in sympatry with resistant Savanna populations. Under
aboratory conditions. Mopti and Savanna forms were fully able to interbreed and the kdr mutation was
ransmissible from one form to the other. Both forms appeared to be exposed to pyrethroid selection pres-
sure in the field The absence of the kdr mutation in the Mopti form and the total lack of Mopti-Savanna
heterozygotes in field populations provides further evidence of a pre-copulatory barrier to gene flow
netween these two forms Molecular markers, including &dr, are powerful tools for studying population
genelics and crrculation of resistance genes, and should be used through an integrated approach for a

netter understanding of the speciation process.

Key words: Anopheles gambiae complex, Mopti form, resistance, pyrethroid, kdr mutation, West Africa.

Pyrethroid resistance due to the kdr mutation has
heen found widespread in several West African
countrics {Martinez-Torres ¢f ¢f, 1998: Chandre et
af - 1999ay. Iis geographical distribution has been
thoroughhy investigated in Cote d'lvoire where it
occurs in most wild populations, occasionally at
very high frequency (>90%) (Chandre ef al.,
1999b). However, some populations showed devia-
don from Hardy Weinberg equilibrium {i.e. a deficit
i heterozygotes), For a better understanding of the
sitvation, allelic frequencies of kdr mutation were
determined within the recognized forms of
Wiapheles gambiae s including Savanna/Forest
and Mopti. Since both Mopti and Savanna forms
interbreed under laboratory conditions. back-cross
cyperiments were done 1o evaluate whether the kdr
mutation could be transmitted from one form to
the ather

Materials and methods

Maosguitoes were collected in several localities from
Core d'ivoire and Burkina Faso. In the former coun-
iy, sampling was made refated to rice cultivation
practices: no rice (RO). | annual rice harvest (R1),
and 2 irrigated rice harvests (R2) and in different

fovaed Contribution to the Maluriologey Centenary Conference
e mgdarna Challenge after one hundred years of malariol-
gy held v Romie wr the Accademia Nazionale det Lincel,
Foo i Nonenther [9YS.

Cotrespondence Dr Prerre Guidlet, World Health Organization,
horaen of Communicable Discases Prevention and Control,
120 Genesa 27 Switzerland, Tel ++41 22 7913860, Fax ++41
2274777 cemail: guilletp@who.ch

environments from deep forest to savanna areas.
Human landing femates were collected in Céte
d’Ivoire, whereas females in Burkina Faso were ob-
tained from larval collections. All individuals were
first identified morphologically and then by PCR
{Scott et al., 1993). Mopti and Savanna/Forest
forms were identified by PCR-RFLP (Favia et al.,
1997). The kdr mutation was detected by PCR (Mar-
tinez-Torres et al., 1998) and population genetic
analysis was made using Genepop software (Ray-
mond and Rousset, 1995). The level of significance
of eaci. st was corrected according to the sequen-
tial Bonferroni procedure (Rice, 1989).

In order to verity whether kdr gene was transmis-
sible from one form to the other, a susceptible Sa-
vanna strajn (kdr free. originated from Kenya) and
resistant Mopti (homozygous for the kdr gene) were
reciprocally crossed (SS males X RR females and SS
females X RR males). This resistant Mopti strain
was selected in the laboratory from a field sample
that initially contained both susceptible Mopti and
resistant Savanna forms,

The 8 possible back-crosses were tested (100 to
200 individuals per cage). From each progeny, 30 fe-
males and 10 males were identified by PCR-RFLP
and genotyped for kdr.

The fitness cost associated with the kdr mutation
was investigated in the field by comparing the kdr
frequency between P falciparum infected females of
An. gambiae s.s. (salivary gland dissections con-
firmed by ELISA} and uninfected. This comparison
was made in two areas of Cote d'Ivoire, including
one in a savanna environment with a high pyrethroid
resistance (kdr frequency >80%) and one in a forest
environment with low resistance (<159%).
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Results and discussion

More than 1,000 mosquitoes were both identified tax-
onomically by PCR and genotyped for kdr (Table 1).
Among them, 478 were identified as belonging to
the Mopti or Savanna/Forest forms. In 3 out of & ar-
eas where resistant An. gambiae s.s. and An. arabi-
ensis were in sympatry, the kdr mutation was not
found in An. arabiensis. Pyrethroid susceptibility of
the latter species was also confirmed by bicassays.
Among the 19 populations of An gambiae s.s. test-
ed, 4 deviated significantly from Hardy-Weinberg
equilibrium. However, within the Savanna/Forest
forms, all populations were at equilibrium. Of the
149 Mopti individuals screened from the field, none
was found with the kdr mutation, although Mopti
populations were commonly found in sympatry with
the resistant Savanna form (8 mixed populations,
with Savanna kdr frequency from 17 to 100%).
Isozyme analysis comparing three populations,
one of Mopti (Mbé) and two resistant Savanna
(Kafiné and Yaockoffikro) on the basis of 14 enzy-
matic systems controlled by 25 loci, showed little
differentiation between the populations with a value
of the F-statistic (Fst) of 0.042. In addition, unbi-
ased genetic distances of Nei (1978) were low, with
values ranging from 0.003 to 0.008. As found by
Cianchi er al. (1983) on different natural popula-
tions, the genetic distance between Mopti and Sa-
vanna forms was very low and no discriminant alle-
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les by multilocus analysis were found. As stated by
Cianchi et al. (1985), sibling species identification
by multilocus electrophoresis becomes less efficient
when their origin is quite recent, and their genetic
divergence at the structural gene level is still mini-
mal.

Backcrossed hybrids from homozygous resistant
(RR) Mopti and homozygous susceptible (SS) Sa-
vanna, yielded allelic frequencies for taxonomic sta-
tus and kdr. The kdr mutation was not sex-linked
since frequencies did not differ significantly from
Mendelian autosomal expectation. It is freely trans-
mitted from one form to the other under laboratory
conditions. In addition, this experiment confirmed
that both forms, Savanna and Mopti, were able to
freely interbreed in the laboratory.

If kdr mutation reduces fitness, one possible effect
at the adult stage would be the reduction of life ex-
pectancy. Since vectorial capacity is closely related
to life expectancy, it would be expected that the fre-
quency of the kdr mutation in infected females
would be significantly lower than in uninfected
ones.

Results in Table 2 showed that difference in geno-
type frequencies of infected and uninfected individ-
uals was not significant (P>0.03, Goudet exact test;
Goudet et al., 1996). Kdr mutation was apparently
not found associated with a fitness cost. Thus, kdr
individuals appear to live as long as susceptible
ones. Under laboratory conditions, the kdr gene was

Table 1. Frequencies of kdr mutation among species of An. gambiae s.l. and forms of An. gambiae s.s. within field samples
of mosquitoes from Céte d'lvoire and Burkina Faso. G. savanna, Guinean savanna; 8. savanna, Sahelian savanna; Rice cult,,
presence or absence of ricefields; % and (N), frequency of each species/form and number of mosquitoes tested; F(kdr), al-
lelic trequency of kdr mutation; HW, P value from exact test for conformity to Hardy-Weinberg ratio: values still significant
{P<0.05), when taking into account multiple tests, are indicatad in bold characters; ND. not determined.

An. gambiae 5.5,

Savanna/Forest forms Mopti form An. arabiensis

Location Ecological zone  Rice cull. .
%and (No) Flkad HW  %and(No) F(kan HW  %and (No) Flkan % and (No) Fikas
Céte d'lvoire
Mbe G savanna Yes 100 wn 004 00740 64 1 063 1 938 ®n o] 0 -
Kafine G. savanna Yes 100 o 094 0.0009 f 842 1 080 1 158 0 O -
Yaokoffikro Peri urban Yes 100 se 086 00880 . 100 6 0.96 1 o] - 0 -
Korhogo G. savanna Yes 100 @y 084 0.0600 100 ws; 082 00200 o] - 0 -
Kabolo G savanna No {RC} 100 (esi 0.31 <0.0001 448 0y 063 00330 552 (6 G 0 -
Tioroniaradougou G. savanna Yes (R1) 100 w083 00170 100 @ 083 00170 ol - 0 -
Nombolo G savanna Yes (R2) 100 (294 08t  (.0360 837 wm 080 1 103 @ 0 0 -
MNambekaha G savanna Yes (R2} 100 oy 0.88 1 100 30 0.88 1 o - g -
Fapaha G savanna Yes (R1) 100 e 073 0.3500 100 (28 0.73 1 0 - 0 -
Danane Forest Yes 100 2o 021 0.5400 83.3 10 025 02800 18.7 0 0 -
Guigio Forest Yes 100 @ 010 08800 588 w1 017 1 02 3w 0 0 -
Abidjan Urban No 100 @y 039 1 ND - - ND - 0 -
Burkina Faso
Sabou S savanna No 921 (m 029 1 ND - - ND - 79 s 0
Boromo Peri urban No 64.1 @5 008 H ND - - ND - 359 (1 0
Kuitt S savanna No 82t @y 002 1 ND - - ND - 178 s 0
Hounde Peri urban Yes 947 sy 004 00013 727 ® 050 02200 273 0 53 & 0
Kou Valley S. savanna Yes 980 (o 0.02 <0.0001 7.7 @ 1 1 923 (24 0 20 @ 0
Bobo Urkan No 100 ¢ 085 ] 100 (m 085 1 Q - 0 -
Cuagadougou Urtan Ng 808 43 0 1 NO - - ND - 394 29
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Table 2. Comparison of genotypes for kdr between infected and uninfected females from savanna and forest areas of Céte
d'lvoire Flkdr). alleic frequency of kdr mutation: P value for significance test between, kdr genotypes of infected and unin-

tected. NS non-significan!

Samples RR RS SS Flkar P
Hinh raistance areda (savanna)
34 6 5 0822
d 31 12 3 0 841 0 869 (NS)
Low resistance area (lforest)
infostad 1 3 26 0.083
Urinfecied 0 8 23 0.129 0.573 (NS)

maintained at a fow {requency over numerous gen-
erattons in the absence of any insccticide pressure,
Conseguently it is reasonable to assume that the kdr
mutation would be maintained in the Mopti form
under ficld conditions if introduced by natural inter-
breeding from the resistant Savanna form.

Why did the Savanna and not the Mopti form de-
velop resistance. although they live in the same en-
vironmient”? Since the Adr mutation is fully transmis-
~ible from one form to the other under laboratory
conditions, why has it so far never been found in
Mopti ficld populatons?

Roth Mopti and Savanna populations are presum-
ablv exposed to pyrethroid selection pressure in the
study area. This is obvious for the Savanna form
considering the extremely high kdr frequencies com-
maonly observed in its natural populations. In the
ficld, Mopti females are also likely to be exposed to
selection pressure. Indeed, contrary to expectations,
in northern Coéte d'lvoire during July-August, this
form accounted for 55 of females collected in RO
area. zero % in R1, and only 5.2% in R2, although
the Mopti form is more commonly associated with
rice fields. This association was confirmed in the
sume arca, in an experimental rice field station not
surrounded by villages (Mbe, see Table 1), where
the freguenes of the Mopti form was over 80%.

Socivlogical KAP survevs {Audibert. unpublished
datat have shown that rural populations in R areas
wore using farge amount of houschold pyrethroids
for personal protection (coils and aerosols). 3 times
more than in RU and twice more than in R2. Cotton
v o more profitable crop than rice and since it is ex-
rensively grown in RiL unlike RO (no cultivation)
and R2 ressentially rice). people in R1 make more
money and consequently can afford personal protec-
tion. Therclore. absence or fow prevalence of the
Viopti furm in some rice field arcas can be explained
by selection pressure exerted on susceptible adults
by houschold pyrethroids and probably also on lar-
vie by agricultural insecticides.

The only reasonable explanation for the complete
absence of the kdr mutation in the Mopti popula-
vens. aithough sympatric with highly resistant Sa-
vanna populations and both forms are exposed to
puretiroid selection pressure, is that the Moptd form
i~ wenetically isolated Trom the Savanna form by a
strong barrier o gene flow. Since both forms inter-

breed under laboratory conditions and the kdr gene
is freely transmitted from one form to the other, iso-
lation must be at the pre-copulatory stage. In addi-
tion. this isolation was also confirmed during our
study, as also reported by Favia et al. (1997), by the
complete absence of heterozygotes by the RFLP type
diagnostic of the forms in field populations {al-
though heterozygotes were systematically and un-
doubtedly identificd in crossing experiments).

Detection of gene flow based on the presence of
backcross progeny in field populations. through chro-
mosome ¢xamination, usually requires a very large
number of samples. especially when these flow rates
are very low. Our resuits showed that the kdr muta-
tion is a sensitive marker with which to detect possi-
ble gene flow when the mutation is highly selected as
in our study area. The presence of a strong barrier to
genie flow is confirmed through the pyrethroid resis-
tance pattern, which further reinforced Coluzzi's hy-
pothesis that the Mopti form should be regarded as a
distinct species separated from the Savanna-Forest
form (Coluzzi er al., 1985: Touré et al.. 1994).

Since the Mopti form is widely distributed in
forested areas of south-eastern Cote d'lvoire, more
individuals from this area will be identified and test-
ed for the kdr mutation in order to further evaluate
the isolation between the Mopti and Savanna-Forest
forms. Since kdr is also widespread at a high fre-
quency in southern Benin (around Cotonou). it
would be interesting to use it as a marker to investi-
gate the degree of genetical isolation between An.
melas and the Forest form of An. gambiae s.s..
which are sympatric in this arca.

The use of new molecular markers allows a beter
understanding not only of population genetics, but
also ol resistance gene flow, as well as the speciation
process. Since species ecology plays an important
role in the dynamics of resistance, {urther studies on
the oceurrence ol resistance genes and their possible
evolution should be done through an integrated ap-
proach combining population dynamics and its reg-
ulatory factors in natural environments.
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THE ROLE OF AGRICULTURAL USE OF INSECTICIDES IN RESISTANCE TO
PYRETHROIDS IN ANOPHELES GAMBIAE S.L. IN BURKINA FASO

ABDOULAYE DIABATE, THIERRY BALDET, FABRICE CHANDRE, MARTIN AKOGBETO,
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(Institur de Recherché pour le Développement/Montpellier), Montpellier, France; World Health Organization, Geneva, Switzerfand;
School of Biosciences, Cardiff University, Main College, Cardiff, United Kingdom

Abstract.  Agricultural use of insecticides is involved in the selection of resistance to these compounds in field
populations of mosquitoes in Burkina Faso. Anopheles gambiae s.l. was resistant to permethrin and DDT in cotton-
growing and urban areas, but susceptible in areas with limited insecticide selection pressure (rice fields and control
areas). Nevertheless, resistance to these insecticides was observed in a village on the outskirts of the rice fields at the end

of the ramy season, suggesting that the latter popula;),on«oi.mos uitoes had migrated from the surrounding cotton

distribution of the molecular M and § forms‘bt' An 2

villages into the rice fields. A seasonal vang_pon"‘o"f ’%
in the § form. Pyrethroid resistance jn weif’:ﬁfncan

ce obs ‘dein_the cotton-growing area is related to the

! sig regisfance 1¢ to pyrethroids has so far only been reported
ambiag was conft;rreé by.target site insensitivity through a

knockdown resistance (kdr)—-hke mutatign, hlchwxesem*atamgﬁ"‘fmquenmes in mosqmtoes in the cotton-growing

and urban areas. R

INTRODUC’I’ION FOlERSENE

Resistance to insecticides has bé:come a hmmng factor m :
the use of these compounds in_! the,}cgmml of many msectf i
pests. Mosgquito control has focused/ ‘f,t.hc use of msectxcxdes‘
(initially organochlorines, fcliowedf organoghesp ates and®.
carbamates}) through mdoor reszdualxspraymg By ‘1990, more!
than 500 species of insects dnd mites had devcleped re&stancet :
to one or more classes of mseczmdes, The usé of mgectlmdeu
treated bed nets (I'TNs) for bgth u;dmdual and icoﬂechv:‘
protection against malaria h3s shown potenuaéf reducmg
childhood malaria morbidity by SD% and global mortality by
20-30% in The Gambia, Ghanay “apd Kenyaﬁ:-‘i—%wnsecu-
cides of choice for bed net 1mpfegnatxon ‘are pyrethroids be-

cause of their high efficacy, rapxd“x;ate ofﬁMdown Strong” - w;th”’vg,ry limitéd. U
: ,‘)xwerg'loc ated. mfthe./samc chmaua area (annual rainfall =

F @l recom-- ¥ «'1 000 mm) R

mosquite excito-repellent propemcs,,and-lm; ‘mammalian~
toxicity. The World Health Orgamzauoa
mends the large-scale use of ITNs to- comro! malaria*frac:

R
=%, R 7

t_I}rons m"An gam’b;ae s.l. -at different sites and correlate
- fesistance” ""“{‘ thc useiwf msecnmdes in these areas.
o

w!.‘~1$ \ ' L~

MA'I:ERIALS AND ME’I’HODS

i i fra By e

. *Study {a:ea. The study was camed‘out in four localities in
R Burkma Faso«ghosen hecause of thexr different patterns of

u}secncxde use: (Flgure 1). The localities were 1) a rice field @4
/ culuvauon areaithh 1w samplmg sites, village VK35, located

< In'the centcr oﬁhe rice fieldsjand village VK7, located on the
D,utsklrts of the rice fields; ?) a cotton»growmg area (Léna); 3)

. A "urban ‘area (Bobo-D oylassa) wnh two sampling sites,

/’Dssq ba,: located in thacemer of thecxty and Kuinima, located

> 9n the' outskirts of the cny, “?1 4):a control area, Batié, a site

of m;ectmdes All of these study sites

qmto,strams and b;oassays Mosquitoes were collected

mission because they offer a good cost- efﬁcwncy rau8”6a3e¢ MasJarva”e “durd g,ﬁhe rainy season and brought back to the

on active community involvement. Analysis of pyre.thx;on:[’r re;
sistance in Anopheles gambiae s.1. is complicated by-the e pres-,
ence of several members of the species complex throughout‘v
much of its range, and the occurrence of different chromo-
somal forms within An. gambiae s.s. Resistance to pyrethroids
in An. gambiae s.]. has been reported in west Africa.’"’ Field
and laboratory studies in Cote d’Ivoire in 1999 showed that
An. gambiae s.]. had developed cross-resistance to many pyre-
throids.® Despite this, pyrethroid impregnated ITNs still
achieve good control of resistant populations.” As in several
other insect species, a knockdown resistance (kdr)-based
mechanism caused by a single point mutation in the para-
sodium channel gene is the main mechanism of resistance to
pyrethroids in An. gambiage s.1.'%'% This kdr mutation was
present only in the S molecular form of An. gambiae s.s. in the
tropical savanna area. Recently, a different kdr mutation was
found that conferred pyrethroid resistance in association with
a monooxygenase-based mechanism in An. gambiae s.s. from
eastern Africa.'’

The present survey was carried out in Burkina Faso in 1999
and 2000. It was designed to evaluate resistance to pyre-

labo toq for cx;nergence of adults. A susceptible strain of
Y An gamb’;geoss from Kisumu {Kenya} was provided by the

~~Eaboritoire de Lutte Contre les Insectes Nuisibles, WHO
Collaborating Center for Vector Control (Montpellier,
France) and used as a reference strain.

Adult susceptibility assays were carried out using 1% per-
methrin (cis:itrans = 25:75)- and 0.05% deltamethrin-
impregnated filter papers as recommended by the WHO. Re-
sistance to 4% DDT was checked in the same populations for
an initial prediction of cross-resistance patterns and underly-
ing resistance mechanisms. Filter paper impregnated accord-
ing to WHO specifications was provided by the Institut Pierre
Richet de Bouaké, WHO Collaborating Center for Vector
Control (Bouaké, Céte d’Ivoire). The WHO test kits for adult
mosquitoes were used.'* Tests were carried out in the labo-
ratory of the Center Muraz in Bobo-Dioulasso, Burkina Faso.
All tests were done on 2-5-day-old, non-blood-fed, female
mosquitoes. In addition to mortality after a 24-hour recovery
perod, insecticide knockdown effects were recorded after
10-, 20-, 30-, 40-, and 60-minute exposures. Fifty and ninety-
five percent knockdown times (KDT,, and KDT,,) were es-
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timated using a log nme-protm.mt)éule’5 Samplcsmde- ,qultoes éollected fromz\{K? a vﬂlage located on the outskirts
fined as resistant if they showed less X,;ham?ﬂ%mortahty with ‘;; qf rice i elds,\were reystant t"’*pe.rmethnn and DDT. When
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kdr mutation. Mosqultoes used in bxoassaysw;re dedtifi€d Y56 = X éﬁembers"bf mosquitoes tested from the different
the species level using the polymerase chain reac;kon”“wch- . «sxtes rangeq ‘from-75 to more than 100.
nique described by Scott and others and analyze or /the Resistance levels were again tested in the cotton-growing,
prevalence of kdr mutations.!’ Anopheles gambtae\s mos& * urban, and rice “field areas in 2000. In the cotton-growing area,
quitoes were identified as being the M or § form by pofy*mer- ~~~~~~~~~ ~mosquioes were susceptible to permethrin in the dry season

ase chain reaction~restriction fragment length polymor-
phism."’

RESULTS

@ Mortality. Mortality in control groups was consistently less
than 5%. Thus, no correction of test sample data for observed
control mortality was required. All WHO recommended dis-
criminating dosages of insecticides caused 100% mortality in
the susceptible Kisumu strain.

Mosquitoes collected in cotton-growing and urban areas

were resistant to permethrin and DDT, but susceptible to
@Bdeltamethrin (Figure 2). In the control area, complete suscep-
tibility to the three insecticides was observed. The rice field
area showed variable results. In July, mosquitoes collected in
VK3, a village located in the center of the rice fields, were
susceptible to permethrin and deltamethrin, but resistant to
DDT. Four months later, when the rice was fully grown, mos-

(January and June). As the rainy season began, selection for
resistance to permethrin was observed and mosquitoes be-
came more resistant from July to September (Figure 3). In @9
VKS, mosquito susceptibility remained unchanged through-

out 2000. In the dry season, mosquitoes were already resistant

to permethrin in the urban area and resistance increased dur-

ing the rainy season. The KDT,, of the mosquitoes tested,
when compared with that of the Kisumu strain, was slightly
increased even with deltamethrin, which achieved a high mor-
tality in all areas tested (Table 1). This knockdown time to @i
permethrin and DDT was significantly increased (P < 0.05) in
VK7, Léna, and Dsso ba compared with the susceptible
strain.

Mosquito species, molecular forms, and presence of the kdr
mutation, Two hundred eighty mosquitoes were identified to @I
species and molecular forms and analyzed for the kdr muta-
tion. Anopheles arabiensis composed only a small percentage
of the total An. gambiae s.1. population throughout the year,
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TaBLE 1
Knockdown times (KDTs) in Anopheles gambiae s.1. in Burkina Faso after exposure to fixed insecticide dosages in a tarsal contact assay*
Insecticide Ares Locality KDTg {min) KDTys (min) Starus
1%
Permethrin ! - 10.4 152 s
VKS 16.9 313 S
Rice field VK7 29 94 R
Dsso ba 86.8 3821 R
Urban Kuinima 57 3821 R
Cotton-growing Léna 39.3 295.4 R
Controt Batié 12.3 36 s
4%
DDT ' - 303 49.9 S
VKs 33 93.9 R
Rice field VK7 362 163.5 R
Dsso ba 992.1 Impossible R
Urban Kuinima 1233 Impossible R
Cotton-growing LEpa e 1059 Impossible R
Control M-”Bgﬁi s ¢ ., 248 124.4 S
0.05% % 1% 5 } f A Y
Deltamethrin ! - -t L Bs, 134 s
,.VKS W’*—«_ R EY N 278 S
Rice field - e 208 . 374 s
o Dssoba ; +, "% 298 . F 0 538 5
Urban ’ fKuxmmat A;) £ WG T 587 s
Cottotrgrcwmg ;, f"" k A N T o T 5
Control *+, ,.,«’ 178 0 M 07 342 5
5= otible: R = resi M ;1 was's i_ ; y lowc: ghan in the K}uumu:t}r:m(?gsﬁf{ N % &: “r{ %,‘A ﬁi kn‘ ""’i *\‘.
b ’1 S s;“.,'w/i‘fﬂ“«l’:"“ PR /'"'7"53«\’ Tt
i: ;v } j ; 1 {! Lo « : _l &: ; :, R :i\ .,3 ,@‘ . N \“
i Foe e 1 R » ¥ AN -

Batié. The kdr mutation was prcsentm all areas tcsged ?xccpt - taqce to bqtﬁ permcthnn a%ld DDT can be explained by the

in the rice field village { Y The forms ‘of An, gaqxbtae e gxtensxvc dozpbsﬁquée&f mqectmdes as bomb sprays or coils.

ss. and An. arabiensis did not have e kcgr murahoy, Wi e *socxologlc*k%owicdge attnudé‘ﬁ’hd practice (KAP) survey
% . ‘ '\ <] %’ ;n this ¢ity iho}ed that’ more than 95% of the households use

. ; LT w7 tails freqzxcntl tp protect themselves against mosquito bites

DISCUSSION ’ SRS / : % uédraegoxandPothcrs npubhshcd data). This finding is @[

In this study, resistance to permctf“mn and DDT in An} ¢ "‘r con :{t with a. srudy r;ned»oﬁmn 1993 in Bouaké, Cote
gambiae s.1. was found in the cottorr— ogwm?aman areas |+ d'Ivoire in WhICh ‘Ehss and*oggerg‘ reported permethrin re-
of Burkina Faso. We also obseryedkn e%gsqmto mortality ,"? sxatan.ce > in Azl. _gambige 7. that was attributed to massive use
with the WHO discriminating dosagé of del aptethrin-Extent -r" of—pyrethroldsan ﬁhézseholjds (cmls, aerosols). In the rice-

sive use of insecticides for in the\catt‘on-gm‘\i‘/‘mg area ‘may Jgrow;ngy&tewnsmnce‘mffercd in mosquitoes from the two
explain the high level of resistance Qbsgﬁcd m“{H" onl T ,study villag fyDurmg*thc» rainy season, when mosquitoes
Cotton farmers in Burkina Faso are obhg%d 10 use, mc:eg m»mwcf”e”‘éb ed~m"~VK5,,we observed low resistance to DDT
amounts of insecticides to avoid losses that'can amoum}o g:iff‘ “”but‘“ nof to permethrm ‘At the end of the rainy season, when

of their yield.'® In the urban area of Bobo-chxu;[asso, rés:s- theﬁnce Was fully grown, which prevented larval breeding in

e

ot
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— e

TaBLE 2
Frequency of knockdown resistance (kdr) mutations, species identification, and molecular forms*
Anopheles gambiae 3.3 8§ form M form An. arabienss

Season Area % N F {(kdn) % N F (kdr) % N F {kdr) % N F (kdr)
Rainy VKS 98.2 55 0 0 - - 100 55 0 1.8 1 0

Rice field

VK7 96.7 30 442 46.4 13 88.5 53.6 15 0 33 1 0

Rice field

Dsso ba 100 61 95.6 100 61 95.6 - 0 - - 0 -

Urban

Léna 96.2 51 89.6 100 51 89.6 - 0 - 38 2 0

Cotton-growing

Batié 94.2 33 18.1 100 33 18.1 - 0 - 5.8 2 0

Control
Dry Dsso ba 91.7 2 833 85.7 18 972 14.3 3 0 83 2 0

Urban

Léna 75 15 20 28.6 4 75 71.4 10 0 25 5 0

Cotton-growing

= F values are frequences of the kdr mutation.
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rice fields, mosquitoes in VK7, a village at the periphery of
the rice fields, were resistant to both permethrin and DDT.
Mosquitoes collected in VK5 were mainly of the M form,
while those collected in YK7 were of mixed forms (M and 8).
The resistant mosquitoes from VK7 were only of the S form
and might have migrated from the areas of high resistance
into the rice fields. Insecticides are used less in the rice fields
than in cotton-growing areas and the selection pressure is
therefore lower in this area.

Resuits from the survey conducted in 2000 showed that
resistance in mosquitoes varied with the season. In the dry
season, mosquitoes were susceptible to all three insecticides
tested in the cotton-growing area. During this season, insec-
ticides are not used. During the rainy season, use of insecti-
cides to protect cotton plants increases, which exerts selcctivc
pressure on the mosquito population and results i

crease in resistance. The kdr mutation, which is }roba )y.ﬂi? } i 3 i ~..‘_

main mechanism of pyrethroid resistance m’ area

found only in the S form of An. gambiae s's. e 135\l'l"l:\c gp_sence" p—— :

=

of the kdr mutation in the M form mosquxtoes‘is atl ﬁgp
due to the M form being genetically isofated frowthe S form
by a strong barrier to gene flow: In 'tropxcélmreaﬂ the_mo-
lecular study of natural populatxons supportzthe stabxhty‘c)fu
genetic differentiation and the emté"nce ofeffecnve isolation™,

barriers, presumably acting at the prm}xanng level.!719 HOw- _
ever, in southern Benin, the kdr rrgugatlon was recemly de‘ :
tected in the M populatn:m'm 2 Thegow genetic: dwexzsny ink
the sodium channel xntrens of the resnstant M'and § mosqux—s

3 T Symp | a
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3
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RESUME

Les moustiquaires imprégnées de pyréthrinoides constituent une méthode efficace de
prévention contre le paludisme. Cette méthode doit étre vulgarisée et accessible au plus grand
nombre. Des cas de résistance a la perméthrine et de baisse de sensibilité a la deltaméthrine
d’An. gambiae sl vecteur majeur du paludisme ont été rapportés en Cote d’Ivoire, au Bénin et
| au Burkina Faso. Cette résistance croisée au DDT est contrélée par le géne kdr. Ce géne aurait
été sélectionné par I'utilisation massive du DDT pour les traitements du coton dans les années
60 et maintenu depuis par ’'usage croissant des pyréthrinoides dans cette culture.

La présente étude vise a préciser la sensibilité aux pyréthrinoides d’4n. gambiae sl dans les
hydro-aménagements au Burkina Faso préalable a la diffusion des moustiquaires imprégnées.
Trois sites sont retenus : Bama en zone soudanaise dans le sud-ouest cotonnier, Bagré en
limite sud-est soudano-sahélienne et le Sourou en limite nord de la méme zone climatique.
Pour chaque site, des populations larvaires d’4n. gambiae sl sont prélevées sur le terrain puis
élevées au Centre Muraz. Les tests standard OMS sont réalisés sur les femelles adultes
émergentes aux doses diagnostiques (perméthrine 1%, deltaméthrine 0,05% et DDT 4%).

Les résultats montrent une résistance a la perméthrine @ Bama. Une sensibilité réduite a la
perméthrine est relevée & Bagré. Au Sourou, An. gambiae sl demeure sensible aux deux
pyréthrinoides. La résistance 2 Bama croisée au DDT confirme les résultats antérieurs et
I'implication probable de la culture cotonniére dans la sélection de cette résistance. La
sensibilité notée dans les autres sites repose sur une pression sélective moins importante.
L’usage des moustiquaires imprégnées en prévention contre le paludisme dans les hydro-
aménagements au Burkina Faso apparait judicieux. Toutefois, ’apparition d’une résistance a
la perméthrine dans certains sites souligne toute I’importance d’une surveillance réguliére de
la sensibilité aux pyréthrinoides des populations locales d’An. gambiae sl.

Mots-clés : Pyréthrinoides, Anopheles gambiae s.1, Hydro-aménagements



INTRODUCTION

Le paludisme reste la maladie tropicale la plus répandue et une des principales causes
de mortalité infantile en Afrique tropicale. La lutte anti-palustre repose d'une part sur un
diagnostic précoce et un traitement rapide des cas et d'autre part sur la lutte antivectorielle.
Des études récentes réalisées en Afrique montrent que les moustiquaires imprégnées de
pyréthrinoides constituent une méthode de prévention efficace [1, 2, 3].

Cet outil efficace de protection doit &étre vulgarisé et accessible au plus grand nombre.
Néanmoins, de multiples problémes se posent dont la faisabilité¢ et la durabilité de cette
méthode a large échelle et la résistance des moustiques vecteurs aux insecticides utilisés. Les
premiers cas de résistance aux pyréthrinoides d'dn. gambiae sl, vecteur majeur du paludisme
en Afrique, sont décrits dans la ville de Bouaké en Cote d'Ivoire en 1993 [4].

Cette résistance se traduit avec la perméthrine par une disparition de ’effet knock down
(paralysie rapide) et une baisse de la mortalité. Avec les autres pyréthrinoides (deltaméthrine),
I'effet kd est retardé et la mortalité conservée. Depuis, une résistance généralisée a la
perméthrine et une baisse de sensibilité a la deltaméthrine ont été notés dans plusieurs sites
urbains et ruraux en Cote d'Ivoire ainsi qu’au Burkina Faso (Bama) et au Bénin (Cotonou). La
résistance aux pyréthrinoides est croisée au DDT, 1a ou cet insecticide organochlore a été testé
[5]. Le mécanisme responsable de cette résistance cr’;}isée dénommé gene kdr (knock down
resistance) consiste en une mutation de la séquence du geéne codant pour le canal sodium des
axones nerveux, site cible de ces insecticides. Le géne kdr a été mis en évidence dans un
premier temps chez des insectes domestiques résistants aux pyréthrinoides (Musca domestica,
Blattella germanica) puis plus récemment chez An. gambiae en Afrique de 1’Ouest [6]. Il
aurait été dans ce cas particulier sélectionné par ’usage massif des organochlorés (DDT) en
agriculture dans les années 60-70, surtout pour les traitements du coton [7] et maintenue

depuis cette date par l'introduction et ['usage croissant des pyréthrinoides contre les ravageurs



de cette culture. La répartition actuelle de la résistance aux pyréthrinoides correspond en effet
aux zones ol une résistance d'4dn. gambiae sl au DDT avait été déja décrite a cette époque.

Les cas de résistance décelés au sud-ouest du Burkina Faso dans la zone rizicole de Bama
soulignent la nécessité d'étendre cette étude a d’autres hydro-aménagements du pays avant la

mise en place de vastes programmes de lutte anti-palustre par moustiquaires imprégnées.

METHODOLOGIE

1) Site d'étude

Trois sites d’hydro-aménagements représentatifs des différents faciés climatiques du
Burkina Faso ont été retenus. A Bama, situé en zone soudanaise dans la région cotonniére au
sud-ouest du pays, deux villages ont été prospectés : VK5 au centre des riziéres et VK7 en
périphérie a 1 km du précédent. A Bagré, en limite sud-est de la zone soudano-sahélienne, un
seul village en périphérie des rizieres a été étudié. Enfin au Sourou, en limite nord de la méme
zone, deux villages ont été prospectés : Di village traditionnel avec des cultures vivriéres non
concernées par les aménagements et Niassan village récemment implanté en périphérie des
riziéres.

2) Tests de sensibilité

Dans chaque site, des populations larvaires d’4n. gambiae sl ont été prélevées sur le
terrain en saison des pluies 1999 puis ramenées a I’insectarium du Centre Muraz pour
élevage. Les tests standard OMS de sensibilité aux insecticides sont réalisés sur les femelles
adultes émergentes non gorgées aux doses diagnostiques : perméthrine 1%, deltaméthrine
0,05% et DDT 4% [8].

La perméthrine est testée en priorité et lorsque les effectifs le permettent, on teste aussi la
deltaméthrine et le DDT. La souche Kisumu d’A4n. gambiae sensible a tous les insecticides et

maintenue a I’insectarium du Centre Muraz depuis 1997 est utilisée comme référence.



Deux critéres sont utilisés : (ii) Le suivi de I’effet kd pendant I’exposition a 1’insecticide (1 h)
Toute augmentation significative des KdTg;o1 et KdT952 constitue un indicateur précoce d’une
baisse de sensibilité et indique I’implication probable du géne kdr en cas de résistance avérée.
(i) La mortalité aprés 24h d’observation. Si cette mortalité est inférieure a 95%, la souche de

moustique est considérée comme résistante vis a vis de I'insecticide testé.

3) Diagnostics d’espéces, de formes moléculaires et fréquence de la mutation kdr

Pour chaque site, des diagnostics PCR ont été réalisés sur 30 femelles d’An. gambiae
sl exposées a la perméthrine 1%. Ces diagnostics permettent de distinguer au sein du
complexe An. gambiae sl les espéces jumelles An. arabiensis et An. gambiae [9] toutes deux
vectrices du paludisme et au sein de ’espéce An. gambiae les formes M et S [10] qui différent

par leur bio-écologie. Chaque femelle identifiée est analysée pour la mutation kdr [6].

RESULTATS

1) Tests de sensibilité

Les 3 sites (5 villages) ont tous été testés & la perméthrine 1% et pour certains sur les
mémes populations 2 la deltaméthrine 0,05% et au DDT 4% (tableau I). Les prélévements ont
été réalisés au cours de la saison des pluies (juillet a Vi(S et a VK7, septembre a Bagré) ou en
fin de saison des pluies (novembre a Di et a Niassan) de I’année 1999. A VK7, un second
prélévement a été réalisé en fin de saison des pluies en novembre 1999. Tous les tests ont €té
réalisés sur la F1 issue de larves prélevées sur le terrain. A Niassan, un test a été également

réalisé sur une F1 issue de femelles adultes gorgées récoltées par captures résiduelles.

' KdT50 : temps d'exposition en minutes pour lequel 50% des individus testés sont "paralysés”
2 KdT95 : temps d'exposition en minutes pour lequel 95% des individus testés sont "paralysés”



1-1) Mortalité

Pour tous les tests effectués, la mortalité dans le témoin n’a jamais dépasse 5%. De ce
fait, aucune correction de la mortalité observée n’a été nécessaire. Pour la perméthrine, la
lecture de la mortalité & 24h montre une sensibilité pour VK5 et les deux villages du Sourou.
A Niassan, aucune différence significative n’apparait entre les deux types de prélevements
(larves et adultes). A Bagré et VK7, les populations d’An. gambiae sl sont résistantes a la
perméthrine. A VK7, entre juillet (I) et novembre (II) i.e. début et fin de saison des pluies, le
taux de mortalité passe de 91% a 73% signe que le niveau de résistance augmente.

Toutes les populations d’An. gambiae sl testées apparaissent sensibles a la deltaméthrine,
méme celles de VK7 et de Bagré ayant montré une résistance a la perméthrine. Pour le DDT,

toutes les populations testées (VKS, VK7 I et Di) sont résistantes a cet organochloré.

1-2) Effet knock-down (kd)

D’une maniére générale, ’effet kd est bien corélé aux temps d’exposition aux
mnsecticides. Pour la perméthrine, les KdTso et KdTos notés a VK5, Bagré, Di et Niassan sont
comparables & ceux de la souche Kisumu. La encore, aucune différence significative
n’apparait & Niassan entre les deux types de prélév¢nients. A VK7, les temps de kd sont
significativement plus élevés et augmentent au méme‘ titre que le niveau de résistance entre
jutllet et novembre 1999.

Pour la deltaméthrine, les temps de kd observés a Bagré, Di et Niassan sont comparables a
ceux de Kisumu. Par contre, on observe une augmentation significative des KdTsg et KdTogs
pour les deux prélevements réalisés a VK7. Enfin, en ce qui concerne le DDT, les KdToys

relevés a VK35 et a VK7 sont significativement plus élevés que ceux de la souche de référence.



2) Diagnostics d’espéces, de formes moléculaires et fréquence de la mutation kdr

Un total de 175 femelles d’An. gambiae sl exposées a la perméthrine 1% a été testé par
PCR a la fois pour ’identification “espéces”, “formes” et “géne kdr” (tableau II). Les deux
especes An. gambiae et An. arabiensis sont en sympatrie dans tous les sites avec des
proportions variables. A Bama (VK5 et VK7), An. arabiensis est trés peu représenté (3% a
4%). Dans le Sourou, An. arabiensis est plus présent avec 10% & Di et 13% a Niassan. A
Bagré, An. arabiensis devient majoritaire avec 78% de I’échantillon testé contre 22% pour 4n.
gambiae.

Au sein de 1’espéce An. gambiae, I'analyse des formes M/S montre une grande
variabilité selon les sites. A VK35 et Di, tous les spécimens d’An. gambiae testés (24 dans les
deux sites) sont de la forme M. La forme M est aussi prépondérante (88%) a Niassan tandis
qu’a Bagré parmi les 6 spécimens d’An. gambiae détectés, 4 appartiennent a cette méme
forme. A VK7, dans un bas-fond a proximité immédiate des casiers rizicoles, la proportion de
M de 70% en juillet tombe a 37% en novembre au dépend de la forme S qui devient
majoritaire.

Dans tous les sites, le géne kdr n’a pas été retrouvé ni chez An. arabiensis (31 spécimens
testés), ni chez la forme M d’4n. gambiae (100 spécimens testés). Seule la forme S exprime la
mutation kdr et donc une résistance aux pyréthrinoi‘de; controlée par ce mécanisme. Aussi, le
gene kdr est totalement absent 8 VK5 et a Di. A Bagré et a Niassan, la fréquence allélique du
geéne kdr au sein de I’échantillon testé (An. gambiae sl) est trés faible inférieure a 2%. A VK7,
cette fréquence est plus élevée et augmente entre juillet (27%) et novembre (41%). Ceci
correspond pour les tests de sensibilité aux niveaux de résistance a la perméthrine les plus

élevés et aussi & une augmentation de ces niveaux de résistance entre juillet et novembre.



DISCUSSION

Une résistance a la perméthrine d’An. gambiae sl existe & Bama confirmant les
données antérieures [5]. Cependant, deux cas de figure se posent. Dans le village central de
VKS, la forme M constitue la quasi-totalité des An. gambiae sl récoltés dans les casiers
rizicoles. Cette forme adaptée aux zones irriguées ou inondées en Afrique de 1’Ouest
n’exprime pas le géne kdr et en ’absence d’autres mécanismes de résistance se montre
sensible a la perméthrine.
Dans le village périphérique de VK7, la forme S plus adaptée aux gites temporaires liés aux
précipitations prédomine dans I’échantillon. Ces spécimens montrent lors des tests a la
perméthrine un retard de I’effet kd et une baisse de la mortalité liés 4 une fréquence allélique
élevée du gene kdr. Cette résistance croisée au DDT confirme ’implication du géne kdr.
Une étude menée en 1998 dans plusieurs sites du Burkina Faso [11] souligne que la résistance
perméthrine/DDT avec une fréquence élevée du gene kdr est plus importante dans les sites
ruraux du sud-ouest ot 'utilisation passée (DDT) et actuelle (pyréthrinoides) des insecticides
contre les ravageurs du coton est intense. Parallelement, une résistance est aussi notée dans les
deux plus grandes villes (Bobo-Dioulasso, Ouagadougou). Elle pourrait s’expliquer en partie
par ’usage croissant des pyréthrinoides en hygi¢ne doméstique urbaine (tortillons, aérosols).
A VK7, la résistance a la perméthrine et la fréquenc;ﬁ du géne kdr au sein de 1’échantillon
testé augmentent entre le début et la fin de la saison des pluies. Cette variation saisonniére de
la résistance des populations d’An. gambiae sl en rapport avec la pression de sélection et
I’occupation spatio-temporelle des especes et des formes moléculaires a été démontrée par
une étude récente réalisée sur plusieurs sites : rizicole, cotonnier et urbain [12].
A Bagré, la résistance a la perméthrine est en limite de seuil tandis que dans le Sourou, les
populations d’4n. gambiae sl sont sensibles. Dans les deux cas, ’effet kd est similaire & celui

relevé pour la souche de référence. Ces différences de sensibilité par rapport a VK7 et plus



généralement par rapport aux autres localités rurales du sud-ouest reposent sur différents
facteurs 4 commencer par une pression sélective moins importante. Bagré et le Sourou sont
situés en dehors de la zone cotonniére et les pratiques agricoles d’implantation récente sont
moins consommatrices d’insecticides quantitativement et historiquement. Aussi, la fréquence
allélique du gene kdr au sein de la seule forme S d’An. gambiae reste faible comparé aux
valeurs relevées a VK7. En second lieu, ces sites sont en situation plus septentrionales et/ou
continentales. La proportion d’An. arabiensis au sein du complexe An. gambiae sl est plus
importante. Hors le géne kdr n’a pour I’instant jamais été décelée chez cette espéce.

A VK7, nous n’avons pas décelé la mutation kdr chez la forme M d’An. gambiae bien que
cette derniere se trouve en sympatrie (en ’occurrence dans le méme gite larvaire) avec la
forme résistante S. Ceci peut s’expliquer (i) de par son adaptation aux gites permanents et
notamment les casiers rizicoles, cette forme est moins exposée aux pressions de sélection
insecticide que la forme S qui se développe dans les collections d’eau temporaire au contact
des champs cotonniers ; (ii) les études des populations naturelles d’An. gambiae dans la méme
région soulignent les différenciations génétiques établies entre les deux formes et I’existence
de mécanismes d’isolement effectifs probablement au niveau pré-copulatoire [13].

En ce qui concerne la deltaméthrine, la discordance obs_ervée notamment lors du prélévement
de novembre 1999 a VK7 entre une résistance a ia perméthrine (73%) et une parfaite
sensibilité a la deltaméthrine (100%) sur une population ou la fréquence de la mutation kdr est
¢élevée nous laisse penser que la dose diagnostique de 0,05% préconisée par I’OMS pour la
deltaméthrine pourraient étre trop élevée. Ce constat doit &tre toutefois plus documenté.

Enfin, en ce qui concerne le DDT, la résistance observée a Di sans retard notable de 1’effet kd
avec dans le méme temps une sensibilité & la perméthrine nous laisse penser a I’implication

des mécanismes de détoxification accrue spécifiques a cet organochloré tels que les GST.



C ION

Cette étude menée dans des hydro-aménagements au Burkina Faso confirme la
présence d’une résistance a la perméthrine 2 Bama et dans une moindre mesure 4 Bagré tandis
que les populations d’4n. gambiae sl du Sourou demeurent sensibles. Les disparités spatiales
et saisonniéres de cette résistance reposent a la fois sur les pressions de sélection insecticide a
usage agricole et aussi sur les variations de composition au sein du complexe An. gambiae sl.
Cependant, il est difficile de présumer de ’efficacité réelle d’un insecticide en conditions
opérationnelles sur le terrain a partir de résultats obtenus par de simples tests de sensibilité.
On ne peut donc pas déconseiller pour 'imprégnation des moustiquaires 'utilisation des
pyréthrinoides méme en cas de résistance avérée. Une étude récente réalisée avec des cases-
pieges en Cote d’Ivoire montre que les moustiquaires imprégnées restent toujours efficaces
sur des populations d’An. gambiae résistantes avec une fréquence élevée du géne kdr [14].
Nous préconisons donc 1’'usage des moustiquaires imprégnées de pyréthrinoides pour lutter
contre le paludisme dans les hydro-aménagements d’autant plus que la nuisance culicidienne
¢élevée tout au long de I'année favorise 1’adhésion des populations a cet outil de prévention.
Toutefois, la résistance avérée dans certains sites souligne toute I’importance (i) d’une
surveillance réguliére de la sensibilité aux pyréthrinoides d’An. gambiae sl sans oublier les
autres vecteurs et (ii) d’une meilleure compréhensi‘on des mécanismes impliqués et des
facteurs favorisant 1’évolution de la résistance. Une tel programme devrait se faire a I’échelle

du pays entier parallélement a la vulgarisation accrue des moustiquaires imprégnées.
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Tableau 1 : Sensibilité de populations sauvages d'dn. gambiae sl aux insecticides de
référence au cours de la saison des pluies 1999 (tests adulte OMS)

Insecticide Perméthrine 1% Deltaméthrine 0,05%" DDT 4%'

Site N [KdTso [KdTes| M | N |KdTso|KdTes| M | N [KdTso|KdTes| M
d’étude Date| (min) | {(min) | (%) | Date| (min) | (min} | % | Date| (min) | (min) | %
Kisumu 1007 14 20 1100,100] 10 15 |1004100; 30 50 1100
(référence) 08/99 | [13-16] | [1822) | § ||08/99 | [9-12] | [14-18] | § |[08/99 | [2832] | [47-53] | §

Bama VK35 95 17 31 |97 - - - - 154 33 94 | 85
(casiers rizicoles) |{07/99 | [16-18] | [28-36] | § 07/99 | {30-37) | [79-119]| R
Bama VK71 70 19 64 | 91157 19 64 |98 96| 36 94 |90
(bas-fond) 07/99 | [17-21] | [51:90] | R [ 07/99 | [21-25] | [47-67] | § | 07/99| [33-40] |[80-116]| R
Bama VK7 1 81 23 94 73450 22 72 1100] - - - -
(bas-fond) 11/99 | [20-24] [[73-110]| R |19 | [19-26] | [52-104]| §
Bagré 104 14 26 |93 79 12 23 1100} - - - -
(zone d’inondation) [ 09/99 | [14-15] | [2329] | R | 09/99 | [11-13] | [21-27] | §
Sourou Di 96 14 24 1 98 || 95 19 37 100y 97 32 64 | 89
(zone d’inondation) ||11/99 | [14-15] | [22-26] | § ||11/99| [18-21] | (3144] | § |[11/99 | [29-36] | [51-81] | R
Sourou Niassan L || 82 15 26 {664 - - - - - - - -
(bas-fond) 11799 | [13-18] | [20-33] | §
Sourou Niassan A| 51 15 23 1100} 53 18 36 100 - - - -
(faune résiduelle) [ 11/99| [14-16] | [21-28] | § [[11/99 | [16-19] | [3148] | §

": Dose diagnostique OMS / N : Nombre d'individus testés / Date : Date de réalisation du test
KdTjy, : temps d'exposition en minutes pour lequel 50% des individus testés sont "paralysés” - [IC & 95%]
KdTys : temps d'exposition en minutes pour lequel 95% des individus testés sont "paralysés" - [IC 4 95%]
M : Pourcentage de mortalité relevé a 24h aprés 1h d'exposition aux doses diagnostiques OMS
Statut : § = Sensible (95%<M<=100%) ; R = Résistant (M<=95%)
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Tableau II : Diagnostics d’espéces, de formes moléculaires et fréquence de la mutation kdr
chez des femelles d’An. gambiae sl issues des tests de sensibilité a la perméthrine 1%

Site An. gambiaesl | An gambiae Forme S Forme M IAn. arabiensis
d’étude N [ F(dr) | % | F(kdr) | % | F(kdr) | % | F (kdr) % | F(kdr)
Bama VK5 30 0 97 0 0 - 100 0 3 0
(casiers rizicoles) (29) 0 (24) (1)
[Bama VK7 1 30 27 97 28 30 93 70 0 3 0
(bas-fond) (29) () (19) ()
Bama VK7 II 28 41 96 44 63 92 37 0 4 0
(bas-fond) (27) (12) (7) (1)
[Bagré 27 1,8 22 8 33 25 67 0 78 0
(zone d’inondation) (6) 2) (4) 21)
Sourou Di 30 0 90 0 0 - 100 0 10 0
(zone d’inondation) (27) 0) (24) )
Sourou Niassan L || 30 1,7 87 2 12 16 88 0 13 0
(bas-fond) (26) 3) (22) 4)

N : Nombre de femelles d’A4n. gambiae sl testées
F (kdr) : Fréquence allélique de la mutation kdr au sein de 1’échantillon (RR+RS)/(RR+RS+SS)
% : Pourcentage (effectifs) des espéces ou formes moléculaires reporté au nombre de femelles testées
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Resistance of Anopheles gambiae ss to pyrethroid was first reported in Bouaké,
Céte d’Ivoire (Elissa et al., 1993). This phenotype results from a single point mutation in a
gene that encodes the sodium channel (Martinez-Torres et al,, 1998), and confers the
characteristic knockdown resistance (kdr). Following availability of rapid PCR-based
diagnostic tests that allowed detection of the kdr mutation in field mosquitoes (Martinez-
Torres et al., 1998, Fanello et al., 1999), several studies were conducted to estimate the
prevalence and assess the current distribution of this mutation in natural An. gambiae
populations from throughout the African continent (Chandre et al, 1999; Weill et al,
2000; della Torre ef al., 2001; Diabaté et al., in press a). A serendipitous finding of these
studies was that the kdr mutation seemed to occur in mainly one of the recently described
molecular forms of An. gambiae, namely the S form (Favia et al, 1997; 2001; della Torre
et al., 2001) despite similar insecticide pressure. This result thus provided strong evidence
for restricted gene flow within the An. gambiae species (Chandre et al, 1999) and
strengthened earlier evidences for genetic heterogeneity within this major malaria vector
(Coluzzi, 1985; Touré et al, 1998). The issue of reproductive isolation of the M and S
forms of An. gambiae (and, more broadly, of incipient speciation within this mosquito
species) has indeed generated much debate and it is ;til‘l unclear whether these forms can
actually be considered as “true” species (Black and La;lzaro, 2001, della Torre et al., 2001;
Gentile et al, 2001). Although M/S hybrids are extremely rare in nature and strong
assortative mating within both molecular forms has been demonstrated (Tripet et al,
2001), they mate freely in the laboratory (Chandre et al., 1999). Trying to verify whether
the kdr gene was transmissible from one form to the other, these authors have crossed in
the laboratory the two molecular forms (identified by PCR-RFLP, Favia et al., 1997) and
found that they could interbreed freely. Then the F1 progeny (hybrid individuals)

successfully reproduced lately in the laboratory (Chandre, data not published). Crossing



experiments between the chromosomal forms Bamako/Savanna and Mopti were
successfully achieved in Mali where the molecular M form was found lately to correspond
to Mopti and the S form to Savanna/Bamako (Touré et al., 1998; della Torre et al., 2001).
Additionally, the kdr mutation was recently described from M mosquitoes collected in a
tropical forest area from Benin, and subsequent molecular analysis of the DNA sequence
-of a large upstream intron suggested that this highly adaptive mutation arose in the M form
through genetic introgression from the S form (Fanello et al, 2000; Weill et al., 2000).
These are, to date, the only reports of the kdr mutation in An. gambiae mosquitoes from the
M form.

In the present note, we aim at reporting a new case of the kdr mutation we observed at
an heterozygous state in a mosquito from the M form. This event was detected in the
framework of a large ongoing survey of the kdr mutation conducted throughout the year in
Vallée du Kou, a rice field area in Burkina Faso. Mosquitoes were collected by the human
bait catches sampling method from March 1999-February 2000 then a sample of 200
mosquitoes were processed as follows. Genomic DNA was extracted from single mosquitoes
and PCR amplified to identify the species within the An. gambiae complex (Scott et al.,
1993), to determine the molecular (M or S) form within‘ the species An. gambiae ss (Favia et
al., 2001) and finally to detect the kdr mutation (Mz;rtineb’l“orres et al., 1998). Overall 39
(19,5%) An. gambiae S were identified and the kdr mutation occurred in this molecular form
at 0.95 frequency (35RR+4RS). An. gambiae M represented 80,5% (161) of the mosquitoes
and just one heterozygote individual for the kdr mutation was observed in this molecular
form. We are confident that any possibility of contamination can be excluded because
mosquitoes were stored properly in the field in individual tubes and the heterozygous resistant
mosquito is clearly from the M form, and does not show an heterozygous (M/S) pattern.

Repetitive PCR amplification consistently provided the same pattern. Previous studies in the



same area failed to identify the kdr mutation in the An. gambiae molecular M form (Diabaté et
al., in press a and b).

Coluzzi (1999) made a strong argument that there have been recent and dramatic
changes in the structure of An. gambiae populations, mainly driven by human activities
making new habitats available and selection on the mosquitoes to occupy these new
ecological niches. The importance of this is difficult to evaluate, underlining the need of using
independent estimates of gene flow (Taylor et al., 2001).

As the kdr mutation undoubtedly provides strong fitness advantage to its carriers in
areas of high insecticide pressure, it is extremely likely to spread quickly within the M
population of our study area. We will continue to monitor this process using molecular
techniques as a clear understanding of the rise and spread of such highly adaptive genes in
such an important malaria vector is of paramount importance for both the epidemiology of the
disease and the development of effective means to control its vectors, and will greatly

improve our knowledge of the relationships between and within An. gambiae populations.
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, KDR Mutation, a Genetic Marker to Assess Events of Introgression
Between the Molecular M and S Forms of Anopheles gambiae
(Dipterae: Culicidae) in the Tropical Savannah Area of West Africa

DIABATE ABDOULAYE,' BALDET THIERRY,' CHANDRE CHANDRE?
DABIRE KOUMBOR ROCH,' KENGNE PIERRE,” GUIGUEMDE TINGA ROBERT
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Laboratoire de Parasitologie et d’Entomologie du Centre Muraz BP 390 Bobo-Dioulasso, Burkina Faso
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ABSTRACT A sodium channel ‘kdr’-type mutation was identified in the M form of Anopheles
gambiae from Burkina Fuso in the tropical savannah area belt, The molecular M form of An. gambiae
is found at high frequencies in the flooded rice cultivation area of Kou Valley, where the insecticide
selection pressure is limited. The spread of the mutation in the M population is an ongoing process,
as it increased from a frequency of 0.006 in 1999 to 0.02 in 2000. The S molecular form occurs in
sympatry in our study village, with the M form at a relatively low frequency. The common ‘kdr’
mutation was previously detected in this area in the § form, and has probably invaded the M population
through genetic introgression. This impacts on the question of actual levels of gene flow between the
two molecular forms in tropical savannah areas. A hybrid M/§ individual was identified during the
course of this study, which was homozygous for the ‘kdr’ mutation. Pyrethroid resistant An. gambiae
were caught in October and November, which is the time of year that the molecular S form migrates
into this area as rain-fed breeding sites in the cotton fields dry out.

KEY WORDS Anopheles gambiae, kdr mutation, molecular M form, tropical savannah area

‘Torreet al. 2001, Diabaté et al. 2002a). The mutation
s foiind in the molecular S form of An. gambiae, but
'fﬁt in the sympatric M form (Chandre et al. 1999¢,
abaté et al. 2002a). This supported the hypothesis

PYRETHROID RESISTANCE IN Anopheles gambiae was first
reported in West Afn’ca (Elissa et al. 1993, Chandre ¢
al. 1999a, Diabaté et al. 2002a). This resistanc
probably initially selected by the intensive use ofDDT
and more recently pyrethroids for cotton crop pr ait the heterogenelty observed in An. gambiae pop-

tection (Chandre et al. 1999b). A survey in Burkina /(i o1 ¢ was maintained by restricted or absent gene

v-“ < 1 . . . 2, - = 3 >i{ 1
Faso emansfrgted a ngal and te“‘.‘p‘).‘al variationin g\ otween the molecular forms of this vector {della
pyvrethroid resistance in An gembiae in accordance

with the intermittent use of these insecticides on cot- Torre et al. 2001?' The ‘kdr’ mutation was subse-
ton {Disbaté et al. 2002b). The resistance phenotype quentl.y observed in the M ff)rm of An. gambiae from
results from a single point mutation in the para-sodium 2 tropical forest area of Benin ande molecplar an‘alySIS
channel gene (Martinez-Torres et al. 1998). Such py- of the DNA sequence of the large intron immediately
rethroid resistance is often termed ‘kdr’, due to the upstream ofthe mutation, suggested that it arose in the
knuck-down resistant phenotype observed in house- S formand moved through genetic introgression to the

flics with this type of mutation.

Severd studies have been conducted to estimate the
distribution and prevalence of this mutation in African
An gambiae populations (Chandre et al. 1999¢, della

' Laboratoire de Parasitologie et d’Entomologie du Centre Muraz
BP 390 Bobo-Dioulasso, Burkina Faso (e-mail: a_diabate@hotmail.
com)

2 Institut Pierre Richet Bouaké BP 1500 Bouaké 01, Cote d’Ivoire,
France,

SLIN (IRDY/Montpellier). 911 Avenue Agropolis, BP 5045, 34032
Montpelher Cedex |, France.

"OCEAC Yaoundé BP 288 Yaoundé, Cameroun,

> Warld Health Organization, 1211 Geneva 27, Switzerlund.

“Liverpool School of Tropical Medicine, Pembroke Place, Liver-
[NM‘L UK L3 SQ’\

M form {Weill et al. 2000). The ‘kdr’ mutation is found
in the M form only in areas of Benin and Céte d'Ivoire
where insecticide selection pressure is exerted, which
suggests that this population has been sampled in an
unstable situation, where the spread of the kdr allele
in An. gambiae is ongoing (della Torre et al. 2001).
Further monitoring of this process may provide im-
portant information on the gene flow and the ecolog-
ical divergence of M and $ forms.

Here we report detection of the ‘kdr’ mutation in an
M population of An. gambiae from a tropical savannah
area and elucidate the circumstances which facilitated
its spread in this mosquito.

0022-2585/02/0000-0000302.00/0 © 2002 Entomological Society of America
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Table 1.
gambiar in 1999 ynd 2000
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Monthly change in the frequency of the kdr muintion and the relative [requency of the two molecular forms ofnopheles

s

1999 2000
S form KDR" F(R)* M form KDR F(R) S form KDR F(R) M form KDR F(R)
0 - - 40 0 0 0 - - 33 0 0
Julv 0% 100% 0% 100%
4 3RR + IRS 0.87 26 0 0 2 2RS 0.5 28 IRS 0.02
Ausust 14% 86% 7% 93%
3 3RR 1 26 0 0 1 1RR 1 24 2RS 0.04
Sentember 10% 90% 4% 965%
8 RR + 2RS 0.83 25 0 0 9 9RR 1 28 IRS 002
Octoher 16% 81% 24% 76%
26 25RR + IRS 095 44 1RS 0.01 14 14BR 1 60 0 4]
November 37% 63% 19% 81%

* Number of mosquitoes analysed, percentage of molecular forms of An. gambiae.
" Number of mosquitoes analysed and the genotype of the kdr mutation.

Allele frequencey of kedr mutation in mosquitoes analyzed.

Materials and Methods

Study Area. A survev was conducted in the Kou
Vidley of Burkina Faso, a rice cultivation area devel-
oped in 1970. It is characterized by wooded savannah
and covers 1.200 ha between 4° 24’ 59" longitude west
and 11° 24 latitude and contains seven discrete vil-
lazes. Between 1999 and 2000, larval collections and
nicht catches were performed in VK7, a village located
on the boundary of the rice and cotton areas. Mean
annual rainfall is = 1,200 mm and rice is the major crop.
Fow insecticides ure used on this crop, but they are
eatensivelv used in the surrounding villages on cotton.
Two seasons characterize the area, the rainy season
envtends from May to October and the dry season from
November to April. The river Kou is a permanent.
wource of irrigation and there are two rice crops per -

vear {Julv-November and January-May). Because of -
" overall frequency of the ‘kdr’ mutation in the M form

the irrigation system. the rice fields form permanent,

mosquito breeding sites. Additional breeding sitesare'fff“,
fm nd in the depressions and ponds. The village has -

>600 inhabitants, mainly farmers. Sheep, goats, pigs;
‘md a few cows are also present,

Mosquito Collections and Analysis. To achieve a -

representative sample. mosquitoes were regularly col-
lected by human bait catches from July to December

1999 and 2000. Genomic DNA was extracted from
sngle fAeld collected mosquitoes and polymerase
¢hatn reaction (PCR) amplified for species identifi-
cation within the An gambiae complex (Scott et al.
193 to determine the mo]ecuhr {M or §) form

ithin An ganthiae (Favia et al. 2001) and to detect
the standard Leu-Phe ‘kdr’ mutation (Martinez-
Torres et al, 1998},

In 2000, larval field collections were transferred to
the laboratory for adult emergence, to assess their
aduit pyrethroid resistance status. Permethrin (1%
(23073 cistrans) impregnated filter papers prepared
according to WHO specifications were provided by
the Institut Pierre Richet de Bouaké, Cote d'Ivoire
JPR). WHO resistance test kits for adult mosquitoes
were used {WHO 1970}, All tests were undertaken on
2-to 3-d-old nonblood-fed female mosquitoes. The Kis
susceptible reference strain of An. gambiae was pro-

vided by the Laboratoire de Lutte contre les Insectes
Nuisibles (LIN-Montpellier).

Results

A total of 399 mosquitoes was identified to species
and molecular form and analyzed for the ‘kdr’ muta-
tion. An average of 30 mosquitoes were analyzed per
month over 2 yr. An. arabiensis was absent. Both the
M and S molecular forms occurred, and the M form
had the highest frequency {see Table 1). The $ form
was not detected in July, but appeared from August to
November. In total it represented 20% of the mosqui-
toes in 1999 and 13% in 2000. The ‘kdr’ mutation
occurred in both the M and § forms, but at very
different frequencies. These ranged from 0.8 to 1 in the
S form and from 0-0.04 in the M form (Table 1). The

as 0.006 in 1999 and 0.02 in 2000. One M/S hybrid
mosquito, which was homozygous for the ‘kdr’ muta-
on was identified in 2000,

The WHO discriminating dosage bioassay with per-
methrin produced 100% mortality in July to Septem-
ber and resistance was detected in October and No-
vember (Fig. 1). Although mosquitoes for the bioassay
were collected as larvae, the resistance status coin-
cides with the "kdr’ frequency analysis reported for
human bait catches of mosquitoes. The permethrin
resistance status observed from October to November
is therefore co-incident with the high frequency of the
molecular $ form in these periods. The most likely
hypothesis is that the ‘kdr’ mutation has invaded the
M form through introgression from the highly resistant
S form.

Discussion

The M and S molecular forms of An. gambiae oc-
curred in sympatry in village VK7 with some variation
in their relative frequencies. The M form was pre-
dominant and the S form increased in frequency in
October to November. An. gambiae M occurs at high
frequency in flooded/irrigated zones, characterized

Ti

F1
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by intensive rice cultivation, while the § form is col-
feeted in rain-dependent breeding sites {Touré et al.
19951 As the S fornv in our study appeared in high
irequencies at the end of rainy season, with very high
requencies of the "kdr allele, it probably migrated to
our field site from the surrounding cotton area as the
rain-dependent breeding sites dried-up (Diabaté et al.
RSN

Permethrin resistant An. gambiae was detected pre-
vioushe in this location (Diabaté et al. 2002b) and the
relative high frequency of the S form was the cause of
the resistance in Kou Valley in October and Novem-
her The "kdr” mutation has been found in the S form
throughout west Africa in a large-scale study, but
resistance was not detected in the sympatric M pop-
wlation {Chandre et al. 1999¢). These results were
Liter confirmed. with the exception of Benin, where
the kdr mutation was found in the M form, which
supported the hypothesis that there was reproductive
nolation between the two forms in the dry savannah
areas {Fanello et ol 2000, della Torre et al. 2001,
Diabaté et al. 2002a). The presence of the ‘kdr’ mu-
tation in the M form of Benin, in a forest belt, sug-

tnat near or i the forest belt, the Mopti and Savanna
iromosomal forms fused with a single forest popu-
Lition which could act as a bridge for gene flow {della
Torre et al. 2001).

Although the hybrid M/ S is produced readily in the
liboratory, and is detectable with a PCR-based diag-
nostic, very few hybrids were reported from the field
CFavia et al. 2001, della Torre et al. 2001, Gentile et al.
2d01 . Postmating reproductive isolation, in the form

{habrid male sterility, has been demonstrated among
v wamfnae sibling species. but mating between chro-
mosonl forms p:oduces fertile F, progeny (Di Deco
ot al. 1950). Tripet et al. (2001) found evidence of
iy bridization among the two molecular forms in the
field and other authors noted that these hybridization
rates were at least an order of magnitude greater than
those in well-established species such as An. gambiae
o sersus An arabiensis (Tavlor et al. 2001) and Dro-
sophidla psevdoobscura versus D, persimilis (Powell
16531, Black and Lanzaro (2001) hypothesized that
the lack of M/S hyvbrids in the field could be due to

B

September October Novemnber

Mortality levels in Anopheles gambice sh. after a 1-h exposure to 1% permethrin papers in July through November

partial reproductive isolation among molecular forms,
with gene flow occurring only in certain geographical
locations or at certain seasons. The study area in the
Kou Valley is very distinctive, being on the boundary
of rice and cotton fields, with a very high density of the
M form of An. gambiae throughout the year, in contrast
to the cotton area which has predominantly the §
population expressing a high frequency of the kdr’
mutation. At the end of the rainy season, when the two
molecular forms mix in the rice fields, this may facil-
itate the exchange of the ‘kdr allele between the
populations. In our study, we identified a hybrid M/$
mosquito, which we expected to be heterozygous for
the kdr mutation, as the frequency of this mutation is
very high in the S form and very low in the M form.
However, the hybrid was homozygous for the ‘kdr’
mutation. This could result from a mating of an § and
an M form both containing the kdr mutation. but the
probability of this is low. The result could be a PCR
artifact, but this was unlikely as mosquitoes had been
individually stored after field collection.

The failure to find fixed differences between the
S and M forms in several DNA regions raises questions

cested genetic introgression between the § and M .. about the taxonomic status of these two nenpanmictic

formis {Weill et al. 2000). This led to the hypothesis -

units {Lanzaro et al. 1998, Gentile et al. 2001, Muk-
abayire et al. 2001). An obvious explanation for the
lack of genetic definition, even if complete reproduc-
tive isolation existed between the forms, is that the
isolation arose too recently to allow even noncoding
DNA to have significantly diverged (Gentile et al.
2001). But can new taxa be justified on the basis of
rDNA differentiation, when many studies demon-
strate gene conversion among rDNA cistrons {Black
and Lanzaro, 2001 ), which could lead to overestimates
of genetic differences among populations? The pres-
ence of the 'kdr’ mutation in the M form in Burkina
Faso, where the two forms were considered as distinct
units with strong reproductive barriers weakens the
case for taxonomic status of these molecular forms.
The kdr mutation in the M population of Benin already
suggests genetic introgression from the S form (Weill
et al. 2000), and our data now suggests gene flow
between the two molecular forms in dry savannah
areas where they are sympatric,

The sodium channel gene has been mapped to the
2-liter arm of the nurse cell polytene chromosomes
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Ranson et ul. 2000}, a different location to that of the
imversions used to define the chromosomal forms {2R)
and the rDNA sites (X chromosome, Collins et al.
1987) that characterize the molecular M and § forms,
therefore this marker may be a good indicator for
studies on the genetic structure of An. gambiae pop-
ulations. Any survey of this marker needs to be ac-
companied by information on the bio-ecology and the
msecticide selection pressure throughout the year
dongside the relative frequencies of the different
torms
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Identified since 1954 in Musca domestica, the knock-down resistance to DDT is
characterised by a marked reduction in the intrinsic sensitivity of the insect nervous
system to this compound (Milani, 1954). It confers resistance to DDT and pyrethroids
which share a similar mode of action. Pyrethroid resistance in Anopheles gambiae has
been first reported from Co6te d’Ivoire by Elissa et al, (1993) and kdr involvement
subsequently found by Martinez-Torres et al., (1998). It has probably been selected by
the intensive use of DDT and, later pyrethroids for cotton crop protection. Recently, a
survey in Burkina Faso demonstrated that An. gambiae pyrethroid resistance patterns
were in accordance with the agricultural use of these insecticides (Diabaté et al,
accepted”). Following the availability of a molecular diagnostic test for detection of kdr,
several studies were conducted on prevalence and distribution of this mutation in 4a.
gambiae s.1. populations from Africa (Chandre et al., 1999; Diabaté et al, accepted®).
The kdr mutation was first detected in the recently described S molecular form of An.
gambiae (Chandre et al., 1999., Favia et al, 2001) only, while it was not observed
neither in the sympatric M molecular form, nor in An. arabiensis. These results,
observed in the savannah area of West Africa, provided strong evidence for restricted
gene flow within the An. gambiae species and forms (Coluzzi et al., 1985; della Torre et
al., 2001). Then, in a subsequent study, carried out in South forest area of Benin, the kdr
mutation was identified in the M molecular form, and sequencing of a large upstream
intron suggested that this highly adaptive mutation arose in the M form through genetic
introgression from the S form (Weill er al., 2000). This was so far the situation of the
kdr mutation in An. gambiae complex from West Africa.

For the first time, we have detected the kdr mutation in the species An.
arabiensis. The mutation was observed at heterozygous status in one An. arabiensis

specimen collected in Eastern Burkina Faso, a dry savannah area where agricultural



insecticides are massively used for cotton protection. Both resistant 4n. gambiae (0.4,
kdr frequency) and susceptible An. arabiensis were found in sympatry, but An.
arabiensis was largely predominant (60%, 54, number of mosquitoes tested). Mosquito
samples were collected at larval stage, brought back to the laboratory for rearing to
adult stage. Genomic DNA was extracted from single mosquito and PCR amplified for
species identification within the An. gambiae complex (Scott et al, 1993) and kdr
detection (Martinez-Torres et al., 1998).

This first report of kdr occurring in An. arabiensis, a second major vector in
Africa, is of great significance at both fundamental and applied levels. Its potential
impact on the efficacy of malaria vector control interventions will have to be evaluated
and results taken into consideration by malaria control programmes. Further
characterisations of this new allele is needed to further investigate history of the onset

and spread of this gene within species and forms of the An. gambiae complex.
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