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Résumé
Les modifications de I'environnement résultant des projets de développement tels que

les barrages, les processus d’urbanisation contribuent a créer des gites de reproduction des
moustiques, vecteurs des maladies tropicales telles que le paludisme. En effet, dans de
nombreux pays d’Afrique sub saharienne, il a ét€ démontré que les infrastructures hydrauliques
et 'urbanisation affectent les interactions entre ’homme et les insectes vecteurs de pathogenes,
avec une implication significative sur la transmission des maladies. La présente étude visait a
évaluer I’influence des projets de développement (construction d’un barrage hydroélectrique et
urbanisation) sur le profil de transmission du paludisme dans le faciés équatorial du Cameroun.
Il s’agissait en effet de répertorier d’éventuels changements sur la composition de la faune
anophélienne vectrice du paludisme, la transmission du Plasmodium et d’évaluer la sensibilité
aux insecticides d’Anopheles gambiae s.l., vecteur émergent du paludisme dans un contexte
écologique perturbé.

Les captures nocturnes de moustiques adultes ont été effectuées par des volontaires
avant et pendant la construction du barrage a Nyabessan et le processus d’urbanisation a
Simbock, entre 2000 et 2006 (étude rétrospective), puis entre 2014 et 2016 (étude prospective).
La méme étude a été conduite simultanément dans le village Olama qui a été considéré comme
site témoin. Les vecteurs du paludisme ont été identifiés a 1’aide des clés d’identification
morphologique et analysés par la technique ELISA pour la détection de la protéine
circumsporozoite de Plasmodium falciparum. Les especes d’Anopheles (A.) gambiae s.l. ont
¢été identifiées a I’aide des marqueurs moléculaires. Les collectes larvaires ont été effectuées
entre 2014 et 2017 pour effectuer les tests de sensibilité aux insecticides notamment a la
deltaméthrine, a la perméthrine, au DDT et au Bendiocarb. L’utilisation du synergiste PBO
(Pipéronyle Butoxyde) a permis d’explorer les mécanismes de résistance métabolique aux
pyréthrinoides. Les mécanismes de résistance aux pyréthrinoides et au DDT par modification
de la cible (mutation kdr) ont également été criblés a I'aide des marqueurs moléculaires.

Au total, 17530 moustiques adultes appartenant a 13 especes ont été collectés dont 6127
a Nyabessan, 5341 a Simbock et 6062 a Olama. A Nyabessan, A. moucheti et A. ovengensis qui
étaient les principales espéces avant la construction du barrage (27,4 - 37,5
pigures/homme/nuit- p/h/n, 0,48 - 0,22 piqdres infectantes/homme/nuit- pi/h/n), ont montré une
diminution de leur rdle dans la transmission du paludisme pendant la mise en place du barrage
(14,5 -11,6 p/h/n, 0,12 - 0,01 pi/h/n) (p<0,005). Inversement, A. gambiae s.l. et A. paludis ont

présenté pendant la construction du barrage, un r6le accru dans la transmission (6,3 - 9,3 p/h/n,

XXiv



0,24 - 0,2 pi/h/n) (p<0,001). A Simbock A. moucheti qui était ’espéce majeure avant
I’urbanisation (8,1p/h/n, 0,12 pi/h/n) n’a pas été capturé entre 2014 et 2016 (durant le processus
d’urbanisation). A Olama, A. moucheti est restée le principal vecteur du paludisme tout au long
de I’étude entre 2000 et 2016. Les populations d’A. gambiae s.I. de Nyabessan, Simbock et
Olama étaient résistantes a la deltaméthrine (46-95% de mortalité), a la perméthrine (7 - 66%)
et au DDT (5-10%) mais sensibles au bendiocarb (98-100%). L’exposition des moustiques au
PBO avant le test de sensibilité a significativement restauré la sensibilité des vecteurs a la
deltaméthrine (98% - 100%) mais n’a pas changé le statut résistant des anopheles a la
perméthrine (22%). L’allele L1014F responsable de la résistance kdr a été retrouvé a des
fréquences élevées dans les trois sites d’étude, soit 0,68 a Nyabessan, 0,64 a Simbock et 0,98 a
Olama.

Les modifications anthropiques de I’environnement de grande envergure (a I’exemple de
I’urbanisation et de la construction de barrage) engendrent une modification profonde du profil
entomologique, consistant en une substitution des vecteurs secondaires (A. moucheti) par des
vecteurs majeurs (A. gambiae s.l.), entrainant par conséquent un accroissement du risque
d’infection palustre. Ceci est d’autant plus grave que ces vecteurs majeurs sont résistants aux
insecticides usuels en santé publique, avec par endroit des combinaisons de mécanismes de
résistance kdr et métabolique. Ces résultats soulignent d’une part la nécessité de mettre en place
un systéme de surveillance efficace contre les maladies a transmission vectorielle autour des
projets de développement susceptibles de modifier I’environnement, et d’autre part 1’urgence
d’adopter I’utilisation des combinaisons d’insecticides comme méthode de gestion de la

résistance.

Mots clés : barrage hydroélectrique, étude d’impact, paludisme, urbanisation, vecteurs

du paludisme.
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Abstract

Environmental changes resulting from development projects such as dams, urbanization
activities create breeding grounds favourable for mosquito development, vectors of tropical
diseases such as malaria. Indeed, in many sub-Sahara African countries, it has been shown that
hydraulic infrastructures and urbanization affect the interactions between humans and insect
vectors of pathogens, with a significant implication on disease transmission. The present study
aimed to assess the influence of development projects (construction of a hydroelectric dam and
certain urbanizational projects) on the transmission profile of malaria in the equatorial zone of
Cameroon. Specifically ; to identify possible changes in the composition of the anopheline
fauna ensuring malaria transmission and to determine the susceptibility to insecticides of
Anopheles gambiae s.1., an emerging vector of malaria in a disturbed ecological context.

Human landing catches of adult mosquitoes were carried out by volunteers before and
during the construction of the dam in Nyabessan and the process of urbanization in Simbock,
between 2000 and 2006 (retrospective study), then between 2014 and 2016 (prospective study).
The same study was conducted simultaneously in Olama village which was considered as the
control site. Malaria vectors were identified using morphological identification keys and
analyzed by the ELISA technique for the detection of the circumsporozoite protein of
Plasmodium falciparum. Anopheles gambiae s.I. was identified down to species using
molecular markers. Larval collections were carried out between 2014 and 2017 to perform
susceptibility tests to insecticides (deltamethrin, permethrin, DDT and Bendiocarb). The use of
the synergist PBO (Piperonyl Butoxide) made it possible to explore the mechanisms of
metabolic resistance to pyrethroids. Mechanisms of resistance to pyrethroids and DDT by
modification of the target (kdr mutation) were also screened using molecular markers.

A total of 17,530 adult mosquitoes belonging to 13 species were collected, including
6,127 in Nyabessan, 5,341 in Simbock and 6,062 in Olama. In Nyabessan, A. moucheti and A.
ovengensis which were the main species before the construction of the dam (27.4 - 37.5
bites/man/night- b/m/n, 0.48 - 0.22 infective bites/ man/night-ib/m/n), showed a decrease in
their role in malaria transmission during the construction of the dam (14.5 -11.6 p/h/n, 0.12 - 0,
01 ib/m/n) (p<0.005). Conversely, A. gambiae s.I. and A. paludis showed an increased role in
transmission during dam construction (6.3 - 9.3 b/m/n, 0.24 - 0.2 ib/m/n) (p<0.001). At
Simbock, A. moucheti which was the major species before urbanization (8.1b/m/n, 0.12 ib/m/n)

was not caught between 2014 and 2016 (during the urbanization process). In Olama, A.
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moucheti remained the main vector of malaria throughout the study between 2000 and 2016.
Populations of A. gambiae s.I. from Nyabessan, Simbock and Olama were resistant to
deltamethrin (46-95% mortality), permethrin (7 - 66%) and DDT (5-10%) but susceptible to
bendiocarb (98-100%). Exposure of mosquitoes to PBO before susceptibility testing
significantly restored vector susceptibility to deltamethrin (98% - 100%) but did not change the
resistance status of anophelines to permethrin (22%). The L1014F allele responsible for kdr
resistance was found at high frequencies in the three study sites, including 0.68 in Nyabessan,
0.64 in Simbock and 0.98 in Olama.

Large-scale anthropogenic modifications of the environment (such as urbanization and
dam construction) generate a profound modification of the entomological profile, consisting of
a substitution of secondary vectors (A. moucheti) by major vectors (A. gambiae s.l.), thereby
increasing the risk of malaria infection. This is even more serious as these major vectors are
resistant to common public health insecticides, including combinations of kdr and metabolic
resistance mechanisms. These results underline on one hand, the need to set up an effective
surveillance system against vector-borne diseases around developmental projects which are
likely to modify the environment, and on the other hand the urgency of adopting the use of

combinations of insecticides as a resistance management method.

Keywords : hydroelectric dam, study impact, malaria, urbanization, malaria vectors.
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INTRODUCTION




Le paludisme demeure la maladie a transmission vectorielle la plus mortelle dans le
monde avec 405000 déceés estimes en 2019, dont prés de 94% sont enregistrés en Afrique
subsaharienne (OMS, 2020). Cette maladie est due & un hématozoaire du genre Plasmodium
Marchiafava et Celli, 1885, transmis par des moustiques du genre Anopheles Meigen, 1868.
La prévention du paludisme est essentiellement basée sur la lutte antivectorielle a travers
I’utilisation des insecticides soit par pulvérisations intra domiciliaires (PID), soit par
’utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticides a longue durée d’action (MILDA).
Les pyréthrinoides restent a nos jours la principale classe d’insecticides recommandée par
I’OMS pour I’imprégnation des moustiquaires, parce qu’ils ont un effet foudroyant, agissent a
de tres faibles doses et sont peu toxiques pour les animaux & sang chaud (Zaim et al., 2000).
La mise a échelle de ces stratégies de lutte antivectorielle entre 2010 et 2014 a permis d’obtenir
une baisse de la prévalence du paludisme dans les zones endémiques. Toutefois, les avancées
enregistrées a travers le monde se sont stabilisées ces dernieres années (OMS, 2020), montrant
ainsi la difficulté a atteindre les objectifs de la stratégie mondiale de réduire le poids global du
paludisme a prés de 90% d’ici 2030 (OMS, 2015).

Parmi les défis rencontrés dans la lutte contre le paludisme, figure la prolifération des
populations de moustiques vecteurs de Plasmodium, en particulier dans les zones ayant subi
des modifications de I’environnement. En effet, les modifications écologiques liées aux
changements climatiques, a la déforestation, a I’agriculture, a I’irrigation, a la construction des
barrages et a 1’'urbanisation participent a 1’augmentation de 1’incidence du paludisme, parce
qu’elles créent des gites propices au développement des moustiques (Mouchet et al., 1998,
Minakawa et al., 2006). A titre d’exemple, le déboisement et la déforestation favorisent le
développement des vecteurs héliophiles comme A. gambiae sensu lato (s.l.) en Afrique (Guerra
et al., 2006, Manguin et al., 2008). De méme, les barrages et les fossés d’irrigation constituent
des habitats larvaires favorables aux vecteurs tels qu’A. gambiae s.1. et A. arabiensis (Mouchet
& Brengues, 1990). Kibret et al. (2015) ont montré que ces infrastructures sont a 1’origine d’au
moins un million d’infections de paludisme chaque année en Afrique.

Le Cameroun regorge une grande diversit¢é d’especes anophéliennes avec une
soixantaine d’espéces repertoriées (Bamou et al., 2021), parmi lesquelles 6 assurent
majoritairement la transmission du paludisme : Anopheles gambiae, A. coluzzii, A. funestus, A.
nili, A. moucheti majoritairement distribués dans le domaine forestier au Sud Cameroun, et A.
arabiensis principalement retrouve en zone de savane au Nord du pays (Njan Nloga et al., 1993,
Atangana et al., 2010, Ekoko et al., 2019). En plus des espéces majeures, d’autres especes sont

également impliquées dans la transmission du paludisme a travers le pays : A. carnevalei, A.
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coustani, A. hancocki, A. leesoni, A. marshallii, A. melas, A. paludis, A. pharoensis, A.
ovengensis, A. wellcomei, A. rufipes, et A. ziemanni (Tchuinkam et al., 2010 ; Awono et al.,
2018 ; Tabue et al., 2014 ; 2017). Cette grande biodiversité anophelienne fait du Cameroun un
cas speécial qui mérite une attention particuliére ; d’autant plus qu’il abrite actucllement de
grands chantiers de construction d’infrastructures suceptibles d’entrainer des changements au
niveau de la bioécologie et du comportement des anophéles, avec un impact négatif sur les
interventions de lutte antivectorielle (Bamou et al., 2018). En effet, des études antérieures ont
montré que les changements écologiques résultant de grands travaux tels que la construction
des barrages et 1’urbanisation anarchique entrainent de profondes modifications de
I’épidémiologie du paludisme a travers 1’émergence des vecteurs hautement anthropophiles
comme A. gambiae s.l. et A. funestus (Atangana et al., 1979 ; Salem et Samé-Ekobo, 2001 ;
Antonio-Nkondjio et al., 2005). Par ailleurs, 1’utilisation massive des insecticides en santé
publique et en agriculture a favorisé 1’émergence et la propagation de la résistance au sein des
populations de moustiques vecteurs du paludisme (Etang et al., 2003, Chouaibou et al., 2008,
Nwane et al., 2009, 2013). La résistance des insectes aux insecticides est un processus évolutif,
et une meilleure compréhension des mécanismes impliqués peut éclairer les stratégies de
gestion des risques de résistance (Maclean et al., 2010, Neve et al., 2014). Au cours de la
derniére décennie, des ressources importantes ont été déployées au niveau national pour mettre
en ceuvre les interventions préventives a haut impact telles que le traitement préventif
intermittent chez la femme enceinte, la distribution de masse de MILDA en 2011 et 2015 et la
chimioprévention du paludisme saisonnier chez les enfants en 2018 (MINSANTE, 2017 ; OMS,
2020). Ces efforts ont permis de réaliser des progrés en termes de baisse de la morbidité et de
la mortalité liées au paludisme ; celles-ci sont passées de 30,1% et 22,9% en 2014 a 25,9% et
14,9 % en 2018 respectivement (PNLP, 2020). En dépit de ces progres, la morbidité palustre
en hospitalisation reste au-dela de 50% dans toutes les régions du pays (PNLP, 2020), montrant
que la menace persiste. Par ailleurs, les données entomologiques actuellement disponibles pour
certaines zones a haut risque de paludisme sont anciennes et/ou parcellaires (Antonio-Nkondjio
etal., 2005, Awono et al., 2009) ; cette situation rend difficile I’amélioration des stratégies pour
une lutte évolutive et ciblée. Au vu des grands travaux en cours dans notre pays et des nouvelles
conditions écologiques qu’ils créent, une problématique liée a 1’évolution des espéces vectrices
du paludisme dans ces environnements se degage : quels seraient les conséquences des
modifications anthropiques de 1’environnement sur le fitness et le comportement des vecteurs,

et sur la résistance aux insecticides des espéces émergentes dans ces noouvelles conditions ?



Pour explorer cette question, il est nécessaire de se pencher sur des sites en pleine
mutation a cause des projets de développement tels que Nyabessan, qui abrite le barrage
hydroélectrique de Memve’ele dont la construction a débuté en 2012 et du village Simbock,
devenu une banlieue de la ville de Yaoundé. Dans ces sites, les données les plus récentes sur la
bio écologie et la transmission du paludisme datent de 2009 (Antonio-Nkondjio et al., 2002,
Awono et al., 2009) ; de plus, la sensibilité des vecteurs aux insecticides est peu documentée.

Dans le cadre de cette étude, il a été émis un certain nombre d’hypothéses :

i) Les modifications de 1’environnement du fait des grands travaux entraineraient
la prolifération des gites de reproduction des anophéles, avec pour conséquence
une augmentation de la diversité et des densités anophéliennes ;

i) Les nouvelles conditions écologiques du milieu suite a 1’action anthropique sur
I’environnement, rendraient les anophéles plus agressifs, contribuant ainsi a
augmenter les niveaux de transmission des especes plasmodiales ;

iii)  Anopheles. gambiae s.l., espece inféodée aux activités anthropiques pourrait
émerger dans les sites de grands travaux et développer une résistance aux
insecticides, car la pullulation des moustiques induit une augmentation de
I’utilisation d’insecticides dans les ménages, ce qui constitue une pression de

sélection des génes de résistance au sein des populations.

La présente étude vise donc a évaluer I’impact que pourrait avoir les changements
anthropiques environnementaux liés d’une part a I’urbanisation et d’autre part a la construction
d’un barrage hydroélectrique, sur le profil entomologique du paludisme, afin de générer des
données permettant aux décideurs de conceptualiser la prise en compte de I’évolution des
vecteurs du paludisme, dans la planification de I’urbanisation et des grands travaux.

Les objectifs spécifiques de cette étude sont les suivants :

1) Décrire I’évolution de la composition spécifique, de la distribution et de ’abondance de
la faune anophélienne vectrice du paludisme, en fonction des changements
écologiques ;

2) Déterminer les parametres de la transmission du Plasmodium dans les nouvelles
conditions écologiques ;

3) Evaluer la sensibilité aux insecticides et la fréquence des alléles de la résistance de type
kdr (knock-down resistance) chez les espéces vectrices émergentes.

Ce travail est structuré en trois chapitres encadrés par une introduction et une

conclusion. Le premier chapitre présente les genéralités sur le paludisme, ses vecteurs, la



résistance aux insecticides et 1’implication du développement socio-économique sur la
dynamique des vecteurs. Le second décrit le cadre géographique de 1’étude, le matériel et les
protocoles utilisés ainsi que les méthodes d’analyses des résultats. Le troisieme présente les

différents résultats obtenus et leur discussion.
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CHAPITRE I :
REVUE DE LA LITTERATURE




I-1. Epidémiologie du paludisme

I-1-1. Paludisme dans le monde

L’épidémiologie du paludisme est extrémement variable d’une zone géographique a
une autre. Cette hétérogénéité est sous la dépendance de nombreux facteurs principaux
notamment la distribution des anopheéles, leur capacité vectorielle et les caractéristiques
biologiques des différentes espéces de Plasmodium. Au niveau mondial, le nombre de cas de
paludisme est estimé a 229 millions en 2019 dont 93% de cas Afrique (OMS, 2020). Le nombre
de décés dus au paludisme a été estimé a 409 000 en 2019 ; les enfants de moins de 5 ans qui
sont les plus vulnérables ont représenté 67 % (272 000) des déces associés au paludisme dans
le monde (OMS, 2019). L’incidence du paludisme a reculé entre 2010 et 2018, passant de 71
cas pour 1 000 habitants exposés au risque de paludisme a 57 pour 1000. Néanmoins, cette
baisse a considérablement ralenti entre 2014 et 2018, I’incidence ayant diminué a 57 pour 1000
en 2014 pour rester a un niveau similaire jusqu’en 2018 (Figure 1). En effet, une étude publiée
par I’Institut Lowy de Sydney en Australie indique que la prévalence du paludisme pourrait étre
1,8 & 4,8 fois plus importante en 2050 qu’en 1990 et la part de la population mondiale vivant
dans des zones ou la maladie est endémique pourrait ainsi passer de 45 % a 60 % d’ici la fin du
siecle (Potter, 2008).
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Figure 1. Evolution de I’incidence du paludisme dans le monde entre 2010 et 2018
(OMS, 2019)



Toutefois, les efforts menés pour la prévention et le traitement du paludisme contribuent
a faire progresser son élimination. En effet, vingt et un pays recensés dans cing régions de
I'OMS ont été identifiés comme étant les plus susceptibles de franchir le cap d’élimination du
paludisme a I’échéance 2020. Les pays certifiés indemnes de paludisme sont ceux ayant atteint
3 années consécutives sans cas indigéne de paludisme (Figure 2) ; entre 2000 et 2018, 19 pays
ont atteint le cap de zéro cas indigene pendant 3 ans ou plus. En Afrique, on compte le Maroc
indemne de paludisme depuis 2010 et 1’ Algérie en 2019.

Bl Un ou plusieurs cas indigénes
- Zéro cas en 2017-2018
Zero cas en 2018

Bl 7éro cas (>3ans) en 2018

mm Certifié sans paludisme aprés 2000
[] Pas de paludisme
Non applicable

Figure 2. Progression de I’¢limination du paludisme entre 2000 et 2018 (OMS, 2019).

I-1-2. Paludisme au Cameroun

Au Cameroun, le paludisme demeure 1’endémie majeure et la premiere cause de
morbidité et de mortalité. Les statistiques sanitaires révélent qu’il est responsable de 27,9%
d’hospitalisations avec 18,3 % du total des déces dans les formations sanitaires. Les personnes
les plus vulnérables sont les enfants de moins de 5 ans et les femmes enceintes chez lesquels
on enregistre des taux de mortalité de 39,6% et 10,8% respectivement (PNLP 2020). La
distribution géographique du paludisme au Cameroun montre que la région de I’Est est la plus
touchée parmi les dix régions, suivie de I’Adamaoua, du Centre et de 1’Ouest (Figure 3).
Les études entomologiques montrent que la dynamique de la transmission suit un gradient

décroissant du sud au nord suivant trois modalités (Rogier et al., 2003 ; Mouchet et al., 2004) :




- une transmission continue et intense tout au long de I’année dans la zone forestiére du sud.
C’est le facies équatorial de paludisme stable a transmission pérenne. La prémunition est
acquise vers 1I’age de 5 ans (Rogier et al., 2003);

- une transmission saisonniére longue sur les plateaux de I’Ouest et de 1’Adamaoua. La
transmission est intense pendant la saison des pluies (6 a 9 mois) et peut atteindre une trentaine
de piqares infectantes par homme, par mois (Rogier et al., 2003) ;

- une transmission saisonniére marquée et courte dans la zone sahélienne du nord Cameroun.

Elle dure environ 3 mois et les taux d’inoculation sont de I’ordre de 10 piqlres infectantes par

homme, par mois.

Moins de 25
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[50 -75[
[75 - 100[
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Figure 3. Répartition géographique de I’incidence palustre au Cameroun en 2019 (nombre
de cas de paludisme pour 1000 habitants) (PNLP, 2020).

1-2. Agents pathogenes du paludisme
I-2-1. Position systématique

Les agents du paludisme sont des organismes unicellulaires, appartenant au sous-régne
des Protozoaires, a 1’embranchement des Apicomplexa (sporozoaires), a la classe des
Sporozoaires, a 1’ordre des Coccidiomorpha, au sous-ordre des Hemosporidae, a la famille des

Plasmodidae et au genre Plasmodium Marchiafava et Celli, 1895. Il comprend plus de 140
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especes (ANOFEL, 2014) réparties en dix sous-genres, dont trois sont spécifiques de
mammiféres (primates et rongeurs), quatre des oiseaux et trois des reptiles. Des trois sous-
genres de mammiféres, seuls Plasmodium et Laverania sont ceux retrouvés chez les primates
(Figure 4).

Le Plasmodium se présente sous la forme d'un protozoaire de taille réduite (1 a 2 um
selon les formes). La coloration au May-Grinwald-Giemsa montre qu'il est constitué d'un
cytoplasme bleu pale entourant une vacuole nutritive claire et contenant un noyau rouge et du

pigment brun-doré ou noir (hémozoine).

EMBRANCHEMENT Apicomplexa (sporozoaires)
ORDRE Haemosponda
S0US ORDRE Haemospondae Eimenidae Adeleidae
[ I
FAMILLE Plasmodidae Haemoprotidae Leucocytozoonidae
GENRE Plasmodivm

I
SOUS GENRE

X Sauromoeba  Haemameeba .
ESPECE Leveramia redfefsmowd
Carinia Giovemolaia
Chpdviclielier Newyella Saleiparum
Flasmeditim P
Huffia VIV
——  Siminm
malariae
oveale
knowiesi

Vinckeia berghei
voelii

clrabandi

Figure 4. Classification partielle des Plasmodium (Bruce-Chwatt, 1980 modifi€é)

1-2-2. Répartition géographique des Plasmodium

Cing especes plasmodiales peuvent infecter les humains (ANOFEL, 2014): P.
falciparum Welch1897, P. vivax Grassi et Feletti 1890, P. malariae Grassi et Feletti 1889, P.
ovale Stephens 1922 et P. knowlesi Knowles, 1932 récemment reconnu comme la cinquiéme
espece du genre Plasmodium causant le paludisme dans les populations humaines en Asie du
Sud-Est(Cox-Singh et al. 2008 ; White, 2008).
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e Plasmodium falciparum Welch1897 est a I’origine de 99,7 % des cas de paludisme
en Afrique, tout comme en Asie du Sud-Est (50 %), Méditerranee orientale (71 %) et Pacifique
occidental (65 %) (OMS, 2019). L’incubation dure de 7 a 12 jours. |l est tres virulent pour les
personnes n’ayant aucune immunité acquise (jeunes enfants, expatriés) chez qui il cause des
acces pernicieux graves, notamment le neuropaludisme et les anémies, souvent mortels en
absence de traitement ou suite a une mauvaise prise en charge.

e Plasmodium vivax Grassi et Feletti 1890 présente une vaste aire de distribution. Au
niveau mondial, 53 % des cas de paludisme a P. vivax sont enregistrés en Asie du Sud-Est
(OMS 2019). C’est I’espece prédominante en Amérique ou elle est responsable de 75% de cas
de paludisme. Il est rarement représenté en Afrique, essentiellement en Afrique de I’Est et dans
les iles de I’océan indien (Comores et Madagascar). Sa période d’incubation minimale est de 11
a 15 jours. On peut observer des rechutes (accés de reviviscence) dues au réveil
d’hypnozoites pendant 3 a 4 ans. Le paludisme & P. vivax détermine habituellement des acces
fébriles sans gravité. Cependant, les infestations massives et répétées engendrent parfois des
tableaux séveres tels que les fievres rémittentes et le paludisme viscéral évolutif, mais jamais
d'acces pernicieux (Baudon, 1987).

e Plasmodium ovale Stephens 1922 sévit en Afrique intertropicale du centre et de
I’Ouest. Comme P. vivax dont il est tres proche, il provoque des acces de fievre bénigne et il
peut étre a lorigine d’une fievre rythmée tierce. Son incubation est de 15 jours au
minimum mais peut étre beaucoup plus longue. L’évolution est bénigne mais on peut observer,
comme avec P. vivax, des rechutes tardives (5 ans).

e Plasmodium malariae Grassi et Feletti 1889 sévit sur les trois continents tropicaux
de maniere beaucoup plus sporadique et se rencontre dans toute la région afrotropicale avec des
fréquences qui varient de 2% a 45%, surtout dans les régions forestieres. Il se différencie des
autres especes par une incubation plus longue (15 a 21 jours), la périodicité des acces
intermittents et sa longévité (Baudon, 1987). L’infection est bénigne mais P. malariae peut
parfois entrainer des complications rénales.

e Plasmodium knowlesi Knowles, 1932 est une espece zoonotique du singe
récemment reconnue responsable d’un nombre important d'infections humaines en Asie du Sud-
Est (Cox-Singh et al. 2008 ; White 2008). Elle sévit également en zone forestiére et est
étroitement liée a la répartition des singes macaques, son hote habituel. Elle se différencie des

autres especes par un cycle érythrocytaire de 24 heures responsable d’une fiévre quotidienne.
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Les infections sont le plus souvent simples, mais au moins 10 % des patients font un acces

grave et 1 a 2 % ont une issue fatale.

I-2-3. Cycle de développement de Plasmodium

Les espéces du genre Plasmodium ont un cycle dixéne qui se déroule successivement
chez I’homme (phase asexuée chez 1’hote intermédiaire) et chez I’anophéele (phase sexuée chez
I’héte définitif) (Figure 5).

e Phase asexuée chez I’homme

Chez I’homme, la phase asexuée est divisée en 2 périodes intracellulaires : une phase

hépatique et une phase sanguine.

- Phase hépatique ou Schizogonie pré-érythrocytaire

Apres leur introduction dans I’organisme d’un individu via la piqlre d’une

femelle de moustique vecteur (porteuse du stade sporozoite), les sporozoites migrent en
quelques minutes dans les cellules du foie, en empruntant la circulation sanguine. Dans
I’hépatocyte, le sporozoite se transforme en schizonte (pré érythrocytaire) ou « corps bleu »
(forme multinucléée). Aprés 7 a 15 jours de maturation, ces cellules éclatent et liberent les
mérozoites qui gagnent la circulation sanguine. La schizogonie hépatique est unique et
asymptomatique, la cellule hépatique ne pouvant étre infectée que par des sporozoites.

- Phase sanguine ou schizogonie érythrocytaire

Une fois dans le sang, les mérozoites pénétrent trés rapidement les globules rouges
(érythrocytes) et se transforment aprés maturation en trophozoites. lls divisent leurs noyaux
plusieurs fois pour devenir des schizontes (érythrocytaires). Les schizontes devenus matures,
ou corps en rosace éclatent et liberent les mérozoites dont certains vont pénétrer de nouveaux
globules rouges et débuter un nouveau cycle schizogonique. Cette partie du cycle correspond a
la période clinique au cours de laquelle la parasitémie s’éléve, le sujet devient fébrile : c’est
I’accés palustre. En 1’absence de traitement, tous les parasites évoluent progressivement au
méme rythme, tous les schizontes érythrocytaires arrivent en maturité au méme moment,
entrainant la destruction d’un grand nombre de globules rouges de maniere périodique, toutes
les 24 heures (pour P. knowlesi), 48 heures (fievre tierce de P. falciparum, P. vivax ou P. ovale)
ou toutes les 72 heures (fievre quarte de P. malariae). En pratique on observe que la fievre
tierce due a P. falciparum est rarement synchrone. Aprés un certain nombre de cycles

érythrocytaires, certains mérozoites subissent une maturation pendant une dizaine de jours,
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accompagnee d’une différenciation sexuée. Ces merozoites se transforment en gametocytes
male ou femelle, qui vont rester en circulation dans le sang pendant 10 a 15 jours.
e Phase sexuée chez I’anoph¢le

Gamogonie

Lors de son repas de sang sur un sujet infesté, le moustique absorbe différents stades du
parasite. Les éléments asexués (trophozoites et schizontes) sont digérés, seuls les gamétocytes
poursuivront leur développement. Les gamétocytes se transforment en gameétes males et
femelles qui fusionnent en un ceuf libre, mobile appelé ookinéte. La fécondation a lieu vingt
minutes a deux heures apreés le repas de sang. Cet ookinéte quitte la lumiere du tube digestif,
se fixe ensuite sur la face externe de 1’estomac et se transforme en oocyste. Celui-ci donne a
son tour, naissance a des sporozoites capables de migrer a travers I’hémolymphe vers les
glandes salivaires de 1’anophe¢le, d’ou ils pourront infecter le prochain étre humain piqué par

I’insecte.

N HMerozoites]

as%®s
::.'{‘ > 4 Globules

'l-i." y rouges infectées
=
&~

Trophozoite \%\O
== ?—*X -
Gametocytes \\_’/ (

Figure 5. Cycle biologique de Plasmodium spp chez I’homme et 1’anophele (Menard, 2005).

I-2-4. Lutte contre Plasmodium, agent du paludisme

La prévention, le diagnostic, et le traitement précoce du paludisme constituent les
principaux moyens de réduction de I’intensité du paludisme, et permettent ainsi d’éviter le
déces. lls contribuent aussi a réduire la transmission du parasite.

Prévention. L’utilisation de médicaments antipaludiques préventifs, seuls ou en

combinaison, est une stratégie recommandée par I’OMS chez les groupes les plus vulnérables
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contre le paludisme en Afrigue subsaharienne notamment les femmes enceintes, les nourrissons
et les enfants de moins de 5 ans, vivant dans les zones a charge élevée et a forte transmission
saisonniere du paludisme. Le traitement préventif intermittent du paludisme pendant la
grossesse (TPIp), constitue de trois doses ou plus de TPIp par sulfadoxine-pyriméthamine (SP)
est utilise pour prévenir le paludisme chez les femmes enceintes. Depuis 2012, ’OMS
recommande la chimioprévention saisonniére du paludisme comme stratégie complémentaire
de prévention antipaludique pour le Sahel, sous-région de 1’Afrique. Cette stratégie prévoit
I’administration d’un traitement d’un mois d’amodiaquine et de sulfadoxine-pyriméthamine a
tous les enfants de moins de cing ans pendant la saison de forte transmission.

La mise au point de vaccins contre le paludisme a connu une accélération marquée au
cours des dix dernieres années. Le nombre d'essais cliniques a augmenté et quelques antigéenes
ont été essayés en zone d'endémie. Ces essais ont montré sans ambiguité qu'un certain niveau
d'immunité clinique antipalustre pouvait étre induit par vaccination, dans des conditions
expérimentales ou sur le terrain (Saul, 2007 ; Greenwood & Targett, 2009). Le plus récent, le
Mosquirix (développé en avril 2019) associe en effet une protéine du P. falciparum fusionnée
et combinée a des antigénes de surface du virus de I’hépatite B sous forme de particules
analogues a un virus mais dénuées de propriétés infectieuses. Cette composition explique que
le Mosquirix, qui nécessite quatre doses pour étre opérant, immunise également contre
I’hépatite B. Des essais cliniques rigoureux ont montré que le vaccin permettait de réduire a 4
sur 10 les cas de paludisme chez les jeunes enfants (OMS, 2020). De¢s le mois d’octobre 2020,
prés d’un demi-million d’enfants ont recu leur premiére dose de vaccin dans trois pays africains

notamment le Ghana, le Kenya et le Malawi.

Diagnostic. Il est préalable au traitement et doit se faire de fagon précoce et fiable afin
de limiter le plus tét possible les dommages causés par la maladie (morbidité et mortalité) et
’apparition d’une résistance aux médicaments utilisés pour le traitement. Il se fait par différents
moyens dont le TDR (test de diagnostic rapide). Les techniques de goutte épaisse et de
frottis constituent depuis plusieurs années 1’examen de référence («gold standard ») pour la

détection de I’infection a Plasmodium (A-Elgayoum et al., 2009; Parajuli et al., 2009).

Traitement. Il est destiné a réduire la transmission de I’infection en diminuant le
réservoir infectieux, et a éviter D’apparition et la propagation d’une résistance aux
antipaludiques. Suite a la résistance de plus en plus croissante des parasites aux médicaments
antipaludiques les plus usuels tels que la chloroquine, 1’amodiaquine ou la sulfadoxine-
pyrimethamine. Le meilleur traitement disponible et recommandé par I’OMS, en particulier
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pour le paludisme a P. falciparum, est une combinaison thérapeutique a base d’artémisinine
(CTA). Lutilisation de I’artémisinine dans la prise en charge du paludisme simple offre un gain
sur la mortalité car permettant la destruction des trophozoites (Dondorp, 2008). Les
combinaisons qui sont le plus couramment utilisées sont : arteméther + lumefantrine, artésunate
+ amodiaquine, artésunate + méfloquine, artésunate + sulfadoxine-pyriméthamine. Outre leur
efficacité démontrée dans le traitement des cas de paludisme simple, ces combinaisons ont
également un effet direct sur la viabilité des gamétocytes et donc sur la transmission et la

propagation de I’infection palustre.

I-3. Vecteurs du paludisme
I-3-1. Position systématique

Les anopheles appartiennent a I’embranchement des Arthropodes, a la classe des Insectes,
a I’ordre des Diptéres, au sous-ordre des Nématoceres, et a la famille des Culicidae. Cette
famille comprend 3 sous-familles : les Anophelinae, les Culicinae et les Toxorhynchitinae. La
sous-famille des Culicinae comporte 33 genres dont certaines espéces transmettent des
arboviroses (fievre jaune, chikungunya, fievre de la vallée du Rift, encéphalite japonaise,
dengues...) et les filarioses lymphatiques. Certaines espéces appartenant aux genres Aedes et
Culex transmettent les Plasmodium d’oiseaux mais n’ont jamais été impliqués dans la
transmission des Plasmodium humains. La sous famille des Anophelinae comprend 3 genres
dont Anopheles Meigen, 1818 constitué de 472 espéces, Bironella Theobald, 1905 constituée de
8 espéces, et Chagasia Cruz, 1906 constitué de 4 espéces (Harbach & Kitching, 2016). Le genre
Anopheles Meigen, 1818 occupe une position taxinomique bien précise au sein de
I"'embranchement des Arthropodes, d’apres Harbach (2004):

» Embranchement des Arthropodes :

- corps formé par une succession de métameres regroupés en 2 a 3 tagmes ;

- présence en principe d’appendices articulés sur chaque métamere.
» Sous-embranchement des Hexapodes :

- présence de 3 paires de pattes thoraciques ;

- corps divisé en 3 tagmes (téte, thorax, abdomen).
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» Classe des Ectognathes :

- pieces buccales visibles a I’extérieur ;

- mandibules mono- ou dicondylées.
» Sous-classe des Ptérygotes :
- présence d’ailes a au moins un stade de leur développement post-embryonnaire.
> Infra-classe des Néopteres :
- présence d’un champ jugal sur I’aile.
> Section des Oligonéopteres :
- champ jugal avec une seule nervure longitudinale simple.
» Ordre des Diptéres :

- présence d’une paire d’ailes, les ailes postérieures étant transformées en balanciers ;

- pieces buccales de type piqueur-suceur.
» Sous-ordre des Nématoceres :

- antennes longues, multiarticulées avec des articles arrondis ;

- pronotum séparé du mésonotum par une suture transverse.
» Famille des Culicidae :

- corps recouvert d’écailles filiformes ;

- bord postérieur des ailes frangé d’écailles.
» Sous-famille des Anophelinae :

- trompe dressée en avant, beaucoup plus longue que le reste de la téte ;

- scutellum régulierement courbé au bord postérieur.
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» Genre Anopheles Meigen, 1818
- Taches formées par les écailles claires et sombres sur la costa.

I-3-2. Morphologie générale

Les anophéles sont facilement reconnaissables au stade adulte par leur corps effilé portant
de longues pattes, leur trompe également longue et la présence d'écailles sur la plupart des
parties du corps (Figure 6).

La téte comprend :
- Deux gros yeux composés (avec de nombreuses ommatidies),
- Deux antennes constituées chacune de 15 articles, avec un fort dimorphisme sexuel.
Les males ont des antennes avec des soies longues et plumeuses (antennes plumeuses)

comprenant les organes récepteurs pour I’olfaction, la perception des phéromones, et I’audition
de certaines vibrations. Les femelles ont des antennes avec des soies verticillées, courtes et
moins fournies que celles des males (antennes glabres). Elles portent de nombreux
chémorécepteurs olfactifs qui servent au repérage et a la localisation de 1’hote pour le repas de
sang.

- Un appareil buccal de type suceur pour les males qui se nourrissent de jus sucré, du
nectar de fleurs, de la séve, etc. Cet appareil est de type vulnérant chez les femelles qui se
nourrissent comme les méales mais qui sont aussi hématophages.

- Deux palpes maxillaires formés de 5 articles situés de part et d’autre du proboscis. Ces
palpes sont caractéristiques. Chez les femelles d’Anophelinae, ils sont aussi longs que la
trompe, alors que chez les Culicinae ils sont nettement plus courts que la trompe. Chez les males
d’Anophelinae, I’extrémité des palpes est renflée en forme de massue et porte des soies, alors
que les males de Culicinae ont les extrémités des palpes effilées et plus velues.

Le thorax porte 1 paire d’ailes et 3 paires de pattes. Il est segmenté en 3 parties visibles
(pro-, méso- et méta-thorax) de tailles inégales. Chagque segment porte, au niveau ventral, une
paire de pattes, longues et fines, chacune formée de 9 parties successives articulées
(arthropodes) : la hanche, le trochanter, le fémur, le tibia et les 5 articles du tarse dont le dernier
porte deux griffes latérales permettant au moustique de s’accrocher sur le support. Les pattes
peuvent porter de nombreuses écailles dont 1’ornementation est utilisée en systématique avec
un critére ainsi libellé « pattes tachetées ou non » (Gillies & de Meillon, 1968). Le thorax est
composé de nombreuses plaques chitinisées appelées tergites sur la face dorsale, ou sternites

sur la face ventrale et pleurites sur les faces latérales. Il porte aussi deux paires de stigmates
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latéraux pour la respiration et de nombreuses soies et écailles dont la forme et la disposition
sont des critéres taxinomiques.
L’abdomen comprend 10 segments dont au moins 7 sont bien visibles. Il porte

également des écailles en nombre variable, qui sont utilisées comme éléments de systématique.

Thorax

) Tarses

Figure 6. Adulte femelle d’Anopheles (Holstein, 1949).

1-3-3. Bioécologie et cycle de développement des anopheles

Les anophéles sont des insectes holométaboles (a métamorphose compléte). Leur
développement comprend une succession de mues donnant lieu a quatre stades qui se déroulent
en deux phases. Les trois premiers stades (oeuf, larve et nymphe) sont aquatiques, alors que le

quatrieme (adulte ou imago : méle et femelle) est aérien (Figure 7).

¢ Phase aquatique

Les femelles pondent les ceufs isolément en lots de cent a cent cinquante, a la surface des
points d’eau. Les gites larvaires (naturels ou artificiels, permanents ou temporaires) peuvent

étre trés variés (dimensions, exposition au soleil, végétation aquatique et conditions
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physicochimiques de 1’eau) et constituent un ¢élément important dans la distribution
géographique des espéces. Les ceufs se maintiennent a la surface de I’ecau grace a leurs
minuscules flotteurs sur les ctés. L’ceuf éclot au bout de 36 a 48h mais il arrive que sur la boue
humide ou en eau trés froide ’éclosion soit différée de quelques jours (Danis & Mouchet,
1991). 1l donnera une larve de stade 1 (L1) qui aprés trois mues aboutira a une larve de stade 4
(L4). Les larves sont détritivores, se nourrissent d’éléments planctoniques comme les levures,
les bactéries, les protozoaires. La durée totale de la vie larvaire est de 8 & 12 jours (Danis &
Mouchet, 1991). La larve de stade 4 se transforme en une nymphe mobile qui ne se nourrit pas.
La durée de vie nymphale est estimée entre 24 et 48h environs. La nymphe subira des
transformations morphologiques et physiologiques importantes pour devenir un adulte.
e Phase aérienne

Aprés I’émergence, les moustiques se reposent 2 a 3 jours prés des gites. Ces premiers
jours de la vie imaginale permettent le durcissement de la cuticule, la prise d’alimentation
sucrée et la maturation des organes locomoteurs et sexuels. L accouplement a lieu au crépuscule
lors d’essaimages (« swarming »), prés des gites ou des habitations (Diabaté et al., 2006). Les
males sont fertiles aprés le 3e jour de vie imaginale, ce délai est nécessaire pour le bon
fonctionnement des organes reproducteurs. Seule la femelle est hématophage et un délai de 24
h lui est nécessaire pour que ses piéces buccales durcissent avant de pouvoir percer 1’épiderme
de ses hotes. Le repas de sang constitue pour la femelle un apport nutritionnel nécessaire a la
maturation des ovocytes et conditionne la ponte, qui survient environ 48 a 72 heures apres celui-
ci (Rodhain & Perez 1985). Suivant la disponibilité d’un hote, une femelle peut parcourir
jusqu’a 3 km pour trouver un repas qui lui convient. Apres chaque prise de sang lors d’une
pigdre, la femelle gorgeée se réfugie dans un abri ou gite de repos pendant 48 a 72 heures dans
les régions tropicales et subtropicales, pour digérer son repas de sang (Mouchet et al., 2004). A
la fin de la digestion, la femelle gravide présentant un abdomen blanchétre et rempli d’ceufs se
met a la recherche d’un gite d’oviposition ou gite larvaire. L ensemble du processus qui débute
par la recherche de I’hote, se poursuit par la prise d’un repas de sang puis sa digestion
concomitante, la maturation des ovocytes, et se termine par la ponte est appelé cycle
gonotrophique (Figure 7). Aprés la ponte, la femelle se met a la quéte d’un nouvel hote et un

autre cycle recommence.
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Figure 7. Cycle biologique des anopheles (Mouchet et al., 2004).

1-3-4. Historique et répartition biogéographique des anophéles au Cameroun

Les premieres études sur les anophéles au Cameroun ont été faites en 1905 par
Griunberg. De 13 especes en 1943 (Vaucel & Campourcy, 1943), la faune anophélienne du
Cameroun s’est enrichie au fil du temps : 15 especes en 1953 (Rageau et Adam, 1953) et 20 en
1955 (Adam, 1955). Une étude menée au Cameroun par Adam (1956) dénombre 22 espéces
d’anophéles, avec dans la région de Yaoundé et la zone forestiere du Cameroun en général, un
vecteur principal : A. gambiae et trois vecteurs secondaires : A. funestus, A. moucheti, A. nili.

En 1961, Mouchet et Gariou font une répartition biogéographique de 30 espéces
anophéliennes retrouvées sur le territoire camerounais. Ainsi, on a 9 especes ubiquistes qui
sont : A. nili, A. wellcomei, A. hancocki, A. rhodesiensis, A. gambiae, A. funestus, A. coustani,
A. brunnipes et A. implesus, 10 especes savanicoles dont A. flavicosta, A. brohieri, A.
longipalpis, A. leesoni, A. rivulorum, A. pharoensis, A. squamosus, A. pretoriensis, A. rufipes
et A. macmahoni, 3 espéces montagnardes notamment A. buxloni, A. natalensis et A. demeilloni
et 8 espéces forestieres A. hargreavesi, A. cinctus , A. obscurus, A. paludis, A. smithii, A.

jebudensis, A. freetownensis et A. moucheti. Cependant, ces auteurs notent la présence probable
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sur le territoire des espéces suivantes : Anopheles marshalli forme musinhoi et forme gibbinsi,
Anopheles maculipalpis et Anopheles barberellus.

Les enquétes entomologiques menées par Hervy et al. (1998) font état de 12 nouvelles
especes : A. carnevalei, A. dualaensis, A. okuensis, A. cydippis, A. deemingi, A. domicola, A.
mousinhoi, A. multicinctus, A. namibien sis, A. rageaui, A. sergentii macmahoni et A. vinckei.

L’espéce nouvellement recensée est A. ovengensis appartenant au groupe A. nili, décrite
par Awono-Ambene et al. (2004) dans la localité d’Oveng, dans la région du sud au Cameroun.
Le Cameroun compte ainsi a nos jours, une soixantaine d’espéces anophéliennes recensées
(Hervy et al., 1998 ; Brunhes et al., 2003 ; Cohuet et al., 2003 ; Kengne et al. 2003 ; Awono-
Ambene et al., 2004 Antonio-Nkondjio et al., 2019, Coetzee et al., 2020, Kyalo et al., 2017 ;
Irish et al., 2020). Parmi ces espéces, 6 revétent une importance majeure : A. gambiae, A.
coluzzii, A. arabiensis, A. funestus, A. nili et A. moucheti (Njan Nloga et al., 1993 ; Fontenille
& Simard, 2004, Antonio-Nkondjio et al., 2006, Djamouko et al., 2020). Les especes
secondaires telles que A. paludis, A. pharoensis, A. nili, A. rufipes et A. ziemanni ont été
rapportées comme jouant un réle dans la transmission localisée du paludisme au Cameroun
(Fontenille et al., 2000 ; Awono-Ambene et al., 2009 Antonio-Nkondjio et al., 2006, Tabue et
al., 2014 et 2017).

I-3-5. Principaux vecteurs du paludisme au Cameroun

La plupart des vecteurs de Plasmodium appartiennent a des complexes d’espéces,
groupes ou sous-groupes (Mouchet et al., 2004) dont il est important de lever 1’équivoque sur
la nuance sémantique :

Une espéece est un groupe de populations naturelles réellement ou potentiellement
interfécondes, isolées du point de vue reproductif des autres groupes équivalents Mayr (1942).

Un complexe d’espéces est un ensemble de plusieurs espéces morphologiquement
identiques a tous les stades, mais différentes sur le plan génétique. Il est composé d’espéces
jumelles. Les especes jumelles ne sont pas seulement similaires morphologiquement, mais
également proches génétiquement. Elles ont la méme origine phylogénétique (Reid, 1968 ; Reid
& Knight, 1961).

Un groupe d’espéces est un ensemble especes trés proches morphologiquement mais
qui présentent de petites différences a un stade au moins de leur développement (Harbach,
1994).
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I-3-5-1. Complexe Anopheles gambiae

Découvert en 1902, Anopheles gambiae Giles, 1902 est le principal complexe d'especes
cryptiques vecteur du paludisme en Afrique. Ce complexe est composé de neuf especes
jumelles différenciables (Davidson, 1962 ; Davidson & Hunt, 1973 ; Coetzee et al.,
2013) d’abord grace a des techniques de cytogenétique (Coluzzi et al., 1979) puis sur la base
de I’étude du polymorphisme génétique interspécifique des régions de I’ADN ribosomique et
sur une insertion SINE 200 irréversible (Scott et al., 1993, Santolamazza et al., 2008). 1l s’agit
d’A. gambiae Giles, 1902 ; A. merus DOnitz, 1902 ; A. melas Theobald, 1903 ; A. arabiensis
Patton, 1904 ; A. quadriannulatus Theobald, 1911 ; A. bwambae White, 1985 ; A. comorensis
Brunhes, le Goff et Geoffroy, 1997 ; A. coluzzii Coetzee et Wilkerson, 2013 ; et A. amharicus
Hunt, Wilkerson et Coetzee, 2013. Les derniéres études concernant ce complexe tendent a
montrer la spéciation de deux sous-groupes, qui nécessiteraient des investigations
supplémentaires : (1) un groupe proche d’A. gambiae s.s. découvert au Burkina faso, nommé
provisoirement Anopheles gambiae goundry (Riehle et al. 2011) et (2) un groupe plus proche
d’A. bwambae découvert au Gabon, que les auteurs ont nommé A. fontenillei (Barron et al.,
2019).

Ces especes different sur de nombreux aspects écologiques, en particulier dans les
préférences alimentaires des hotes, les sites de reproduction, le comportement alimentaire et
leur réle dans la transmission du paludisme (Davidson, 1962 ; White et al., 2011). Au
Cameroun, seuls A. gambiae, A. coluzzii, A. arabiensis et A. melas sont présents (Adam, 1956
; Service, 1958 ; Fondjo, 1996). A. gambiae et A. coluzzii sont adaptés aux zones de forét et de
savane humide, tandis que A. arabiensis peuple les environnements plus secs jusqu’en bordure
du Sahara (Coz, 1973 ; Coetzee et al., 2000). Au sud du Cameroun, A. gambiae et A. coluzzii
coexistent avec une forte ségrégation des habitats le long des gradients d'urbanisation, avec A.
coluzzii prédominant dans les milieux densément urbanisés et des habitats larvaires plus stables
mais pollués (Kamdem et al., 2012). A. melas est retrouvée sur la frange littorale Atlantique
(Davidson & Lane, 1981 ; Gillies & Coetzee, 1987). A. gambiae, A. coluzzii et A. arabiensis
jouent un réle majeur dans la transmission du paludisme en Afrique tandis que autres espéces
du complexe ont un réle nul ou secondaire. A. merus se développe dans les eaux saumatres des
mangroves, respectivement sur le littoral Ouest et Est de 1’ Afrique. A. quadriannulatus et A.
amharicus sont strictement zoophiles et ne sont pas impliqués dans la transmission du
paludisme humain. A. quadriannulatus se rencontre en Afrique du sud-est et A. amharicus en

Ethiopie (Hunt et al., 1998 ; Coetzee et al., 2013). A. bwambae est exclusivement connu en
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Ouganda ou ses larves vivent dans les sources d’ecau minérale (White, 1985 ; Fontenille &
Simard, 2004). La biologie d’A. comorensis présente sur 1’ile de Grande Comores dans I’océan
Indien, reste peu connue. A. goundry et A. fontenillei récemment décrites sont toutes

exclusivement exophiles avec une préférence zoophile.

I-3-5-2. Groupe Anopheles moucheti

Sur la base des similitudes morphologiques entre A. bervoetsi et A. moucheti nigeriensis,
Anopheles moucheti a été considéré par Brunhes et al (1998) comme étant un groupe compose
de trois formes morphologiques, a savoir A. m. moucheti Evans, 1925 (forme typique), A. m.
nigeriensis Evans, 1931 et A. m. bervoetsi Haenens, 1961 ; distinguables par de légers
caracteres morphologiques présents chez I'adulte et / ou aux stades larvaires (Gillies & De
Meillon, 1968). Des études isoenzymatiques ont révéelé un faible niveau de variation
nucléotidique sans corrélation avec ces formes morphologiques au sein des populations
géographiques du Cameroun ; permettant ainsi de les considérer comme une seule espece
(Antonio- Nkondjio et al., 2002). A. moucheti est largement répandu en Afrique de I'Ouest et
du Centre. Ses larves sont freqguemment associées aux rivieres lentiques, de basse température
et de végétation aquatique abondante (Antonio-Nkondjio et al., 2009). Au Cameroun, cette
espéce se développe a travers le réseau des rivieres dans le Sud forestier. L urbanisation accrue,
I’extension de la déforestation ainsi que des modifications méme a plus petite échelle telles que
le nettoyage des berges des cours d'eau, peuvent étre tres préjudiciables a cette espéce au profit
d’A. gambiae s.I. (Antonio-Nkondjio et al., 2005).

I-3-5-3. Groupe Anopheles nili

Rare dans les régions sahéliennes, A. nili se retrouve dans la majeure partie de I’ Afrique
tropicale. Ses larves se développent dans la végétation bordant les rives des rivieres et des
fleuves a courant rapide en zones forestiéres. Dans les années 1990, A. nili constituait le
principal vecteur dans la zone forestiére du sud Cameroun (Carnevale et al., 1992). Sur la base
des variations morphologiques, écologiques et éthologiques rapportées parmi les populations
sauvages de A. nili s.l. (Gillies & De Meillon 1968, Carnevale et al., 1992 ; Brunhes et al.,
1999), trois espéces et une variante ont été décrites : (1) Anopheles nili s.s. Theobald, 1904,
espece trés anthropophile, elle colonise la majeure partie de I'Afrique intertropicale, du Sud du
Sénégal au Soudan et au Nord de I’ Afrique du Sud (Hamon & Mouchet 1961, Gillies & De

Meillon 1968). Dans le bassin du Congo, une variante a ailes pales connue sous le nom de
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"forme Congo" (De Meillon 1947) a été signalée, mais aucune donnée biologique et / ou
génétique ne permet de 1’élever au rang d’espece. A. carnevalei (Brunhes et al., 1999) a été
rapporté dans les régions de la forét équatoriale de Cote d'lvoire et du Cameroun. Largement
répandu mais trés méconnu, A. somalicus (Rivola & Holstein 1957) est zoophile et exophile ;
et ne jouerait donc probablement aucun role dans la transmission des Plasmodium. Des études
menées sur les populations de A. nili de la forét dans la région Sud Cameroun ont permis de
mettre en évidence la « forme Oveng » dont les études morphologiques et la structure génétique
ont révélé qu’il s’agit d’une nouvelle espece denommée Anopheles ovengensis (Awono et al.,
2004).

L’analyse de séquences des régions ITS1, ITS2 et domaine D3 de rDNA des especes et
formes a révélé quatre groupes de génotypes, qui correspondent bien aux 4 espéces citées ci-
dessus. En se basant sur la variation de séquence d’ITS2 des espéces du groupe A. nili, une
méthode d’amplification par PCR all¢le spécifique a été développée (Kengne et al., 2003) ;

permettant 1’identification a tous les stades des quatre espéces de ce groupe.

I-3-5-4. Groupe Anopheles funestus

A. funestusest un des vecteurs majeurs de Plasmodium en Afrique, ayant une
compétence vectorielle parfois supérieure a celle d'A. gambiae (Gillies & De Meillon, 1968).
Le groupe A. funestus est constitué de 11 especes : A. funestus s.s., A. funestus-like, A. parensis,
A. aruni, A. vaneedeni, A. rivulorum, A. rivulorum-like, A. brucei, A. confusus, A. fucivenosus,
A. leesoni et A. fluviatilis. Plusieurs techniques de biologie moléculaire ont été mises au point
pour I’identification précise des espéces du groupe A. funestus (Koekemoer et al., 1998, 1999,
2002 ; Cohuet et al., 2003 ; Spillings et al., 2009). La plus récente est basée sur le
polymorphisme de la région ITS2 de I’ADN ribosomal ; elle permet d’identifier A. funestus s.s.,
A. vaneedeni, A. rivulorum, A. rivulorum-like, A. leesoni, A. parensis et A. funestus like
(Spillings et al., 2009). Au sein de I’espéce A. funestus, des études cytogénétiques ont permis
de caractériser deux formes chromosomiques dénommées Kiribina et Folonzo, avec un
polymorphisme contrasté, témoignant probablement d’un phénomene de spéciation en cours
(Costantini et al., 1999). Ses larves se développent dans des étendues d’eau claire assez larges,
permanentes ou semi-permanentes, avec une végétation émergente haute de quelques dizaines
de centimetres, suffisante pour faire de ’ombre a la surface de 1’eau (Evans, 1938). A ce jour,
3 espéces appartenant a ce groupe ont été signalées au Cameroun (Mouchet et al., 1961 ; Cohuet
et al., 2004) : A. funestus, A. leesoni et A. rivulorum ; cependant, seul A. funestus est largement
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distribué a travers le pays et joue un réle majeur dans la transmission du paludisme (Cohuet et
al., 2004).

I-4. Définitions des concepts

I-4-1. Anthropophilie / zoophilie, endophagie / exophagie, endophilie / exophilie

Anthropophilie et zoophilie : une espéce est dite anthropophile lorsqu’elle se nourrit
du sang de I’homme. Elle est par contre zoophile si elle se nourrit sur les animaux. Cependant,
il peut exister des espeéces a régime mixte homme/animal. L’anthropophilie est 1’une des
conditions pour qu’un anophéle soit vecteur de paludisme humain.

Endophagie et exophagie : une espéce est qualifiée d’endophage si elle pique a
I’intérieur des habitations, et d’exophage si elle pique a I’extérieur. L’exophagie des vecteurs
peut réduire I’efficacité des méthodes de lutte telle que I’utilisation des moustiquaires
imprégnées d’insecticides.

Endophilie et exophilie : les espéces endophiles sont celles qui se reposent dans les
maisons apres la prise de leur repas de sang. Celles qui se reposent dans les abris externes sont
dites exophiles. Cependant, certains anophéles, tout en piquant a I’intérieur, sortent plus ou
moins rapidement des maisons pour gagner les abris extérieurs et présentent donc des tendances
exophiles. L’exophilie de certaines espéces d’anopheles peut étre considérée comme ’une des
causes d’échec des campagnes de lutte antipaludique par des traitements intra-domiciliaires

d’insecticide.

I-4.2. Parameétres de la transmission du paludisme

Plusieurs indices sont souvent utilisés pour évaluer le role épidémiologique d’une
espéce d’anophéle. Les plus couramment utilisés sont :

Le taux d’anthropophilie (a) définit comme le nombre de repas de sang pris par un
moustique sur un homme en 24h. Cependant, le taux d’antrhopophilie peut aussi représenter le
pourcentage d’anopheles ayant pris un repas de sang sur I’homme.

L’agressivité (ma) représente le nombre de pigdres que recoit en moyenne un individu
en une période donnée. L’agressivité a pour expression : m X a ; ou m représente la densité
relative de femelles piquant ’homme, et a le taux d’anthropophilie.

L’indice sporozoitique (Is) ou circumsporozoitique (ICS) est le pourcentage de

moustiques infectés par Plasmodium sur un échantillon disséqué (Is) ou alors le pourcentage de
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moustiques positifs apres un test ELISA (ICS), qui permet de détecter la présence de I’antigéne
circumsporozoite.

Le taux d’inoculation entomologique (TIE) définit comme le nombre de piqdres
infectantes que regoit un homme pendant une période donnée. Le taux d’inoculation
entomologique peut étre calculé par nuit, mois ou an, et pour chaque espéce vectrice. Son

expression est : TIE = ma x ICS.

I-5. Lutte contre les vecteurs du paludisme

La lutte antivectorielle fait partie intégrante de la lutte contre le paludisme dont elle
constitue une des méthodes préventives. Elle a pour but 1’action efficace, rapide et persistante
sur les vecteurs visés, avec moins d’effets possibles sur I’homme et les organismes non-cibles
(Rodhain & Perez 1985. On distingue les méthodes de lutte visant a réduire les populations
larvaires, ou a augmenter la mortalité des adultes (lutte imagocide) et des méthodes visant a

réduire le contact homme-vecteur.

I-5-1. Lutte antilarvaire

Les moyens de lutte contre les larves peuvent prendre plusieurs formes :

- La lutte physique qui vise a aménager 1’environnement de maniére & le rendre
défavorable au développement ou a la survie des vecteurs. Le principal moyen de lutte physique
contre les anophéles vecteurs consiste a supprimer les gites larvaires potentiels par drainage,
comblement ou amélioration de 1’évacuation des eaux de pluie (Keiser et al. 2005 ; Rodhain &
Perez 1985). Ce type d’opération peut étre envisagé dans certains cas, par exemple en présence
d’un gite important et trés productif, mais s’avere souvent difficile a réaliser en raison de la
présence de nombreux gites naturels disséminés et temporaires (Bomblies et al. 2008 ; Gillies
& Coetzee 1987). Les méthodes de culture irriguée peuvent également étre définies de maniére
a limiter les possibilités de développement des vecteurs, principalement par I'aménagement,
I'entretien et le nettoyage des canaux, et lI'assechement périodique des parcelles (Keiser et al.
2005 ; Mutero et al. 2000).

- La lutte biologique quant a elle préconise I’utilisation de prédateurs inféodés aux gites
potentiels de moustiques qui élimineraient ou réduiraient considérablement 1’espérance de vie
des vecteurs. Les prédateurs peuvent étre les nématodes (Ramanomermis cilivorax), les larves
et adultes de libellules, les punaises aquatiques, les planaires, les cyclops, les poissons

larvivores du genre Gambusia, les guppies (Poecilia reticulata)), les larves de moustiques du
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genre Toxorhynchites. Les champignons Metarhizium anisopliae et Beauveria bassiana ont
montré de bons résultats sur plusieurs espéces de Culicidae, dont le principal vecteur du
paludisme en Afrique sub-Saharienne, A gambiae s.s. (Farenhorst et al., 2009, Lovett et al.,
2019). De rares exemples de lutte efficace utilisant des poissons larvivores culiciphages ont été
observés dans des zones de paludisme instable, ou les gites larvaires étaient limités et facilement
repérables (Louis & Albert 1988). Les pathogenes présentent certains avantages par rapport aux
prédateurs ; ils sont sélectifs, facilement reproductibles et stockables pour une meilleure
utilisation (Lacey & Undeen 1986).

La lutte chimique consiste a épandre des larvicides (insecticides, préparations
bactériennes) et des inhibiteurs de croissance des insectes (IGRs : Insect growth regulators en
anglais) dans les gites larvaires. Cette intervention peut étre particulierement utile dans des
zones urbaines et périurbaines, mais il est peu probable qu'elle soit efficace dans la plupart des
milieux ruraux d'Afrique ou les sites de reproduction sont généralement innombrables,
mouvants, et largement dispersés.

Au Cameroun deux études pilotes de lutte anti larvaire avec Bacillus sphaericus, ont été
initiées dans les années 1990, la premiere a Maroua et la seconde a Yaoundé, toutes contre
Culex quinquefasciatus (Barbazan et al., 1997). Une campagne de lutte antilarvaire contre les
anopheles a été effectuée dans la ville de Yaoundé de 2017 & 2020 avec un larvicide a base de
Bacillus thuringiensis qui a permis d’avoir des résultats satisfaisants (Antonio-Nkondjio et al.,
2021).

I-5-2. Lutte imagocide

- La lutte imagocide agit principalement sur la longévité des vecteurs, en diminuant la
probabilité de survie jusqu'a un age épidémiologiquement dangereux. Elle peut faire appel a
des méthodes physiques, biologiques, génétiques ou chimiques qui ont leurs avantages et
inconvénients mais dont il importe de connaitre les conditions d’emploi et les limites en termes
d’efficience et d’efficacité.

- La lutte physique consiste a empécher 1’anophele de piquer I’homme en interposant une
barriere mécanique (grillage de fenétres, moustiquaires) pour limiter 1’accessibilité des
anopheéles a I’héte.

- Les méthodes biologiques utilisent des organismes vivants et des pathogénes capables
d’affecter les populations d’arthropodes visés. En effet, les champignons Metarhizium

anisopliae et Beauveria bassiana ont montré une efficacité contre plusieurs especes de
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Culicidae y compris Anopheles gambiae s.s., le principal vecteur du paludisme en Afrique sub-
Saharienne (Farenhorst et al., 2009 ; Scholte et al., 2005 ; 2006). Les adultes infectés présentent
des taux de survie et de fécondité réduits, ainsi qu’une moindre propension a prendre un repas
sanguin (Scholte et al. 2006). Toutefois, cette méthode n’est pas praticable a grande échelle.

- Dans le cadre de la lutte génétique, deux approches sont actuellement en exploration :
la Technique de I'Insecte Stérile (TIS) et les moustiques transgéniques sont en cours de
développement et sont basées sur la manipulation du patrimoine génétique des moustiques afin
d’obtenir des individus transgéniques qui peuvent étre soit stériles, soit réfractaires aux
parasites qu’ils transmettent habituellement (Tabachnick, 2003, Fontenille et al., 2005). La lutte
génétique peut en effet, dans certains cas, permettre la réduction des populations de moustiques
dans des aires géographiques restreintes, mais reste toutefois une technique trés colteuse qui
nécessite un personnel hautement qualifié et du matériel délicat. Les lachées de moustiques
génétiquement modifiés dans I’environnement nécessiteraient des approbations sur les plans de
la biosécurité, de I’éthique et de la réglementation, ainsi que le consentement des communautés.

- La lutte chimique antiimaginale est la plus utilisée et la plus diversifiée ; les 2
principales méthodes préconisées par ’OMS et a efficacité prouvée dans de nombreuses
situations, sont : les moustiquaires imprégnées d’insecticide a longue durée d’action (MILDA)
et la pulvérisation ou aspersion intradomiciliaire (PID) d’insecticides a effet rémanent a
I’intérieur des habitations. Ces méthodes utilisent les propriétés de nombreuses molécules a
effet insecticide (substances synthétiques ou végétales) qui tuent les vecteurs par contact ou par

ingestion.

I-5-3. Composés utilisés en santé publique
I-5-3-1. Insecticides

Les principaux insecticides utilisés appartiennent a quatre principales familles : les
organochlorés (DDT, dieldrine), les organophosphorés (malathion, fenitrothion, téméphos), les
carbamates (propoxur) et les pyréthrinoides (perméthrine, deltaméthrine, lambda-cyalothrine,
alpha-cyperméthrine, bifenthrine...). Ces produits peuvent étre appliqués directement dans
I’environnement sous différentes formulations, en suspension, poudres mouillables, émulsions,
tablettes ou microcapsules

e Organochlorés

Cette famille d’insecticides comprend le dichloro-diphényl-trichloroétane ou DDT et

ses analogues, le lindane (hexachloro-cyclohexane ou HCH) et les cyclodiénes (dieldrine,

endosulfan). Les organochlorés ont pour cible principale les canaux sodiques de I’insecte dont
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ils bloquent périodiquement la fermeture entrainant un déséquilibre ionique entre I’intérieur et
I’extérieur de la membrane. Il en résulte une perturbation de la transmission de I’influx nerveux
a travers le nerf, provoquant ainsi un effet de choc ou « knockdown » suivi d’une paralysie qui
entraine la mort de 1’insecte (Carle, 1985). Toutefois la di¢ldrine, bien qu’appartenant a cette
méme famille d’insecticides, posseéde un mécanisme d’action bien particulier qui affecte le bon
fonctionnement des récepteurs de I’acide gamma-aminobutyrique (GABA). L’insecticide se
fixe sur les sites GABA en inhibant la dynamique du canal chlore qui reste alors en position
ouverte. Ce dysfonctionnement entraine une inactivation de la membrane nerveuse qui,
lorsqu’elle se prolonge, se traduit par une paralysie du systéme nerveux. Le DDT a été
I’insecticide le plus utilisé notamment pour les pulvérisations intra-domiciliaires a grandes
échelles pendant les campagnes d’éradication du paludisme dans les années 1950. Cet
insecticide agit sur l'insecte par contact et ingestion, induisant une incoordination motrice puis
une paralysie générale. La toxicité aigué des organochlorés envers ’homme est relativement
faible, dans les conditions normales d’utilisation, mais ont une rémanence excessive car certains
peuvent persister tres longtemps dans les sols, les tissus animaux et végétaux ; c’est pourquoi
ils ont été interdits par la convention de Stockholm (CPCS, 2009)
e Organophosphorés

Ce sont les dérivés organiques de 1’acide phosphorique. Ils agissent sur le systéme
nerveux par inhibition du cholinestérase, qui est bloquée sous une forme inactive
I’acétylcholine libérée s’accumule au niveau de la synapse, empéchant la transmission de
I’influx nerveux, ce qui entraine la mort de I’insecte. A la différence des organochlorés, les
organophosphorés présentent une faible rémanence. Ils pénétrent facilement dans 1’organisme
des insectes par leur liposolubilité élevée (Testud & Grillet, 2007).

e Carbamates

Les carbamates sont les dérivés de 1’acide carbamique ; comme les organophosphorés,

ce sont des inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase. Ils sont moins rémanents et, pour la plupart,

moins toxiques pour les mammiferes que les organochlores et les organophosphoreés.

e Pyréthrinoides
Les pyréthrinoides sont des dérivés synthétiques des pyréthrines (insecticides naturels

extraits des fleurs de Chrysanthenum cinariaefolium) dont ils différent par leur stabilité a la
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lumiére. Suivant leur composition chimique et leurs modes d’action, ces insecticides sont
classés en 2 groupes : les pyréthrinoides de type I qui n’ont pas de groupement cyano (exemple
: la perméthrine) et les pyréthrinoides de type II caractérisés par la présence du groupement
cyano en position a de la liaison ester (exemples : la deltaméthrine et la lamda cyalothrine)
(Elliot, 1989). Comme les organochlorés, ils tuent I’insecte en bloquant le fonctionnement des
canaux sodiques indispensables a la transmission de I’influx nerveux (Hemingway et al., 2004).
Les pyréthrinoides sont les seuls insecticides recommandés pour I’imprégnation des
moustiquaires en raison de leur rapidité d’action a faible dose (effet knock-down ou KD), leur

effet excito-répulsif et leur innocuité pour ’homme (Zaim et al., 2000).

I-5-3-2. Régulateurs de croissance

Les régulateurs de croissance sont des analogues des hormones de croissance des insectes ;
ils appartiennent a deux groupes : les juvénoides et les ecdysoides. Les juvénoides sont actifs
sur les larves de dernier stade et inhibent la nymphose. Les ecdysoides agissent sur tous les

stades larvaires et inhibent la formation de 1’exosquelette de la larve aprés la mue (Doannio et

al., 1992).

I-5-3-3. Synergistes
Ce sont des composés chimiques qui n’ont pas d’effet 1étal par eux-mémes ; mais qui,
combinés a certains insecticides, augmentent leur activité en bloguant les mécanismes de
détoxification (Mouchet, 1980). lls sont en effet reconnus comme un substrat par certaines
enzymes de détoxication. Ainsi, leur utilisation permet d’évaluer I’implication de mécanismes
de résistance métabolique dans l‘expression de phénotypes de résistance. Trois synergistes sont
communeément utilisés pour mettre en évidence ’effet des enzymes responsables de la
dégradation des toxines chez les insectes :
- Le Pypéronyl butoxide (PBO) qui inhibe I’activité des oxydases (Protopopoff et
al.,2018),
- Le S,S,S-tributylphosphotrithioate (DEF) qui inhibe 1’activité des estérases (Etang et
al., 2022)
- Le diéthylmaléate (DEM) qui inhibe I’activité des glutathion S-transférases (Nwane et
al., 2013).

I-6. Résistance des vecteurs aux insecticides
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La résistance des insectes est définie par ’OMS comme étant « 1’apparition, dans une
souche d’insectes, de la faculté de tolérer des doses de substances toxiques qui exerceraient un
effet létal sur la majorité des individus composant une population normale de la méme espece.
L’expression "résistance due au changement de comportement" désigne I’apparition d’une
aptitude de I’insecte a éviter une dose qui serait 1étale pour lui. » (OMS, 2012).

Le développement et le maintien de résistances dans des populations dépendent de la
quantité et de la fréquence des traitements, ainsi que des especes concernées. Certaines especes
peuvent étre résistantes a une tres large gamme de composés chimiques ; on parle alors de
résistance « croisee » lorsqu’un seul mécanisme confere la résistance a différents insecticides
et de résistance « multiple » lorsque plusieurs mécanismes distincts conférent la résistance a
différents insecticides (Whalon et al., 2008).

Plusieurs types de mécanismes de résistance peuvent étre distingués : Les mécanismes
de résistance comportementale qui permettent aux individus d’éviter le contact avec le produit
toxique ou qui limitent la durée de ce contact ; les mécanismes entrainant une pénétration
réduite de I'insecticide dans le corps de 1’arthropode, son excrétion accrue ou sa séquestration
sont mal documentés et ne semblent pas jouer un réle prépondérant dans la résistance chez les
insectes vecteurs de pathogenes. En revanche, les meécanismes touchant les processus
biochimiques (mutation de la cible et dégradation métabolique de I’insecticide) sont plus
fréquents et peuvent aboutir a des niveaux de résistance considérables (Hollingworth &Dong,
2008 ; Pedrini et al., 2009 ; Roberts & Andre, 1994 ; Scott, 1999).

I-6-1. Mécanismes de résistance

Les résistances sont contrdlées par un ou plusieurs génes qui peuvent présenter
différents alléles apparus par mutation (Poirié & Pasteur, 1991) et qui permettent a 1’insecte,
d’éviter le contact avec le composé toxique (résistance comportementale) (Lines et al., 1987,
Mathenge et al., 2001), de diminuer sa pénétration ou d’augmenter son excrétion (résistance
cuticulaire) (Apperson & Georghiou, 1975) ou encore sa détoxification (résistance
métabolique), et méme de modifier la structure des cibles; de sorte que I’affinité avec

I’insecticide est diminuée.

1-6-1-1. Résistance cuticulaire
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Elle se traduit par une pénétration réduite de 1’insecticide dans le corps de I’insecte ; ce
faible taux de pénétration donnerait plus de temps aux enzymes de détoxication pour
métaboliser les molécules insecticides, aboutissant & une meilleure survie des moustiques
comme observé chez A. gambiae, (Awolola et al., 2009). L’excrétion accrue ou la séquestration
de I’insecticide sont mal documentées et ne semblent pas jouer un rdle prépondérant dans la
résistance chez les insectes vecteurs de pathogenes. Seul, ce mécanisme offre une résistance
moindre comparé aux autres mécanismes physiologiques, mais combiné a des mécanismes de
détoxication, ils peuvent ensemble générer des niveaux bien plus importants de résistance
(résistance multiplicative) tel qu’observé pour la résistance aux pyréthrinoides chez A. gambiae

(Djouaka et al., 2008).

I-6-1-2. Résistance comportementale

Le mécanisme de résistance comportementale peut :

- Etre dépendant du stimulus, ce qui implique une reconnaissance de la substance toxique
par des récepteurs sensoriels de 1’insecte, créant une irritabilité (qui pousse 1’insecte a quitter
I’environnement toxique au contact de 1’insecticide) et une répulsion (qui permet a I’insecte
d’éviter le contact avec le pesticide) (Davidson, 1953).

- Correspondre a la possibilité pour I’insecte de limiter le temps de contact avec le

pesticide.

I-6-1-3. Résistance métabolique

Cette catégorie regroupe les mécanismes biochimiques entrainant une dégradation de
I'insecticide en métabolites moins toxiques ou inactifs et plus facilement excrétables (plus faible
lipophilie), diminuant ainsi la quantité d‘insecticide atteignant la cible. Cette dégradation est
causée par des enzymes dites de « détoxication » comme les monooxygénases a cytochrome
P450 (P450s ou CYP pour les génes correspondants), les glutathion S-transférases (GSTs) ou
bien les carboxylestérases (COES). Les cytochromes P450s peuvent catalyser un grand nombre
de réactions chimiques comme des hydroxylations, dealkylations, epoxydations, oxydations
etc. (Wondji et al., 2009, Vontas et al.,2020). Les GSTs catalysent I’addition d’un groupement
glutathion par conjugaison, mais peuvent aussi catalyser la déchloration des organochlorés
comme le DDT (Menze et al., 2018). Enfin, les estérases catalysent I’hydrolyse de liaisons ester
(Prasad et al., 2017).
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I-6-1-4. Resistance par modification de la cible

Les sites d’action des insecticides de synthése (organophosphorés, des carbamates et
des pyréthrinoides) sont pour la plupart localisés dans le systeme nerveux. Parmi les cibles
moléculaires, les trois plus importantes sont : la modification du canal sodium (résistance
knock-down : kdr) responsable de la résistance aux pyréthrinoides et au DDT, la modification
de l'acétylcholineestérase responsable de la résistance aux organophosphates et aux carbamates,
et la modification de I'acide gamma-aminobutyrique responsable de la résistance a la dieldrine
(RDL) (Hemingway & Ranson, 2000, Enayati & Hemingway, 2010).

e Résistance kdr

L’insecticide provoque chez I’insecte I’effet "knock down" (kd). L’effet kd représente
la traduction phénotypique de la sensibilité du systéme nerveux de l’insecte vis-a-vis du
pesticide. La résistance a I’effet kd se caractérise par une diminution de 1’affinité entre les
protéines membranaires des neurones et les insecticides, ce qui au niveau moléculaire se traduit
par une mutation du géne dit Kdr au niveau du canal sodique (Hemingway et al., 2004). Le
canal sodique est le site cible des insecticides DDT et pyréthroides et des substitutions d’acides
aminés a ce locus sont associées a une résistance aux insecticides. Cette résistance a été
observée pour la premiére fois dans les années 1950, chez une souche de mouche domestique
(Milani & Travaglino, 1957). Cette diminution de la sensibilité du systeme nerveux est sous la
dépendance d’un géne récessif nommé kdr « knock down resistance » situé sur le chromosome
3 (Tsukamoto et al., 1965). Chez I’anophéle, la mutation a 1’origine de kdr se trouve en position
1014 dans le segment hydrophobe 6 du domaine Il du canal sodique voltage dépendant. Une
nouvelle mutation, la N1575Y, située dans la boucle intra-cytoplasmique reliant les domaines
III et IV des canaux sodiques, a été observée dans des populations d’A. gambiae portant déja la
mutation kdr. Elle augmente de maniére significative la résistance aux pyréthrinoides, alors que

seule, la mutation N1575Y, ne semble avoir aucun effet.

e Modification de I’acetylcholinestérase

L’acétylcholinestérase est la cible des organophosphorés et des carbamates. Le role de
I’acétylcholinestérase est d’hydrolyser I’acétylcholine ce qui permet la fermeture des canaux
associés au récepteur du neurotransmetteur. Si I’action de cette enzyme est bloquée, la
membrane post-synaptique se trouve continuellement excitée. Dans ce cas, la résistance est sous
la dépendance du gene dit "Ace.l" ou Acetylcholinestérase Insensible (Mutero et al., 1994). Elle

provient d’une substitution de la glycine par la sérine due a une mutation a la position 119 du
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gene Ace-1 (G119S) et affecte la structure de I’enzyme, de telle sorte que le site catalytique est
moins accessible a I’insecticide. Cette mutation est a 1’origine d’une résistance croisée aux

carbamates et aux organophosphorés.

e Les récepteurs de ’acide gamma-aminobutyrique (GABAr)

Les récepteurs de 1’acide gamma-aminobutyrique (GABAr) sont les cibles de nombreux
insecticides organohalogénes, dont la dieldrine et le lindane. La résistance provient d’une
substitution de 1’alanine par la sérine (Ffrench-Constant et al., 1993) appelée mutation A296S
sur une séquence codante du GABA. Les insecticides se fixent au récepteur de I’acide gamma-

aminobutyrique et inhibent le fonctionnement du canal chlore qui lui est associé.

I-6-2. Stratégies de gestion de la résistance

Les stratégies de gestion de la résistance visent a prévenir, retarder, ou limiter le
développement d’individus résistants au sein d’une population cible. La gestion de la résistance
doit étre une partie intégrante de toute stratégie de lutte a base d’insecticides. Une gestion
adéquate ne peut se réaliser que si I’on connait bien les facteurs biotiques et abiotiques
influengant 1’évolution et la dispersion des génes de résistance dans les populations naturelles.
Afin de limiter au maximum la pression de sélection et retarder 1’évolution de la résistance, il
faut (Leeper et al., 1986) :

- choisir un insecticide suffisamment différent de ceux utilisés auparavant ;
- respecter la dose d'application ;
- localiser I'application dans le temps et dans I'espace ;
- utiliser des produits synergiques ;
- diversifier les méthodes de lutte.
D’une maniére générale, on distingue trois méthodes de gestion de la résistance chez les
insectes : la gestion par modération, la gestion par saturation et la gestion par combinaison

d’insecticides.

I-6-2-1 Gestion par modération

Cette stratégie consiste a minimiser la pression de sélection exercée sur un géne de

résistance en diminuant la fréquence d’application et les doses d’insecticides, ou encore en
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utilisant les produits peu rémanents qui se dégradent rapidement dans I’environnement (Leeper
et al., 1986).
I-6-2-2 Gestion par saturation

Cette méthode consiste a utiliser des doses d’insecticides suffisamment fortes pour
éliminer les individus hétérozygotes (Tabashnik & Croft, 1982 ; Roush, 1989). Elle nécessite
le maintien d’une zone non traitée, permettant la migration d’individus sensibles dans la
population afin de "diluer" a chaque génération la proportion d’individus homozygotes
résistants qui survivent aux traitements (Curtis, 1981).

I-6-2-3. Gestion par les combinaisons d’insecticides

Cette méthode repose sur I’utilisation combinée d’insecticides ayant des modes d’action
différents. Les insecticides peuvent étre utilisés de fagon simultanée (mélange), ou alternée dans
le temps (séquences, rotation) et dans 1’espace (mosaique) (Tabashnik, 1989). Les rotations
d’insecticides et les mosaiques ont pour principe de limiter la durée d’exposition de la faune
cible a chaque insecticide, afin que la frequence du géne de résistance qui a augmenté pendant
que I’on utilisait I’insecticide correspondant, décroisse (Tabashnik, 1989). Enfin, les mélanges
d’insecticides se basent sur I’hypothése que si la probabilité de voir apparaitre une résistance a
I’un des composés du mélange est un événement rare et indépendant, alors la probabilité de voir
apparaitre une résistance a plusieurs composés de I’association est extrémement rare (Curtis,
1985). L’intérét fondamental de cette stratégie vient du fait que soit les insecticides en mélange
pourraient agir en synergie, soit chaque insecticide du mélange va pouvoir éliminer les

individus qui lui sont génétiquement sensibles (Comins, 1986 ; Roush, 1989).

I-7. Développement socio-économique et dynamique de la transmission du paludisme

Les variables socio-environnementales influencent la distribution spatiale et temporelle,
I'intensité et la durée des maladies infectieuses en général (Wu et al., 2014 ; Bouzid et al., 2014 ;
Ostfeld & Brunner, 2015) ; et la survenue, la transmission, la saisonnalité et la périodicité du
paludisme en particulier (Zinyowera et al., 1997 ; Harvell et al., 2002 ; Alegana et al., 2013).
En effet, le statut socioéconomique et I'éducation seraient indirectement liés au paludisme, et
I'amélioration de ces deux facteurs a contribué a la lutte contre la maladie dans de nombreux
pays en développement (Zhou et al., 2010). De méme, les mouvements démographiques et les

altérations environnementales favorisent la prolifération des maladies a transmission
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vectorielle, principalement le paludisme, la filariose lymphatique, I'encéphalite japonaise B et

I'onchocercose (Hunter et al.,1993).

Les modifications de I'environnement pour la construction des barrages, des routes et
des centres industriels et résidentiels entrainent la création des gites de reproduction des
moustiques ; par conséquent, elles modifient la dynamique de la transmission du paludisme
(Breman et al., 2007).

La constance du paludisme endémique dans certaines parties du monde et la
résurgence de la maladie dans les régions ou des efforts d'éradication ont été entrepris sont en
grande partie dues aux facteurs sociaux, culturels et économiques.

Au Cameroun, des études ont été conduites en zone équatoriale entre 2000 et 2006, suggérant
I’influence des modifications environnementales sur la transmission du paludisme (Quakyi et

al., 2000 ; Manga et al., 1997).

I-7-1. Paludisme et barrages

Les barrages sont construits pour apporter des avantages sociaux et économigues mais,
comme tout effort de développement, ils sont également associés aux codts sociaux. Leur
impact sur la santé des riverains constitue une problématique majeure dans les pays tropicaux.
De ce fait, il est important que les conséquences possibles sur la santé soient soigneusement
évaluées lors de la planification, la construction et I’exploitation des barrages.

Les barrages créent des changements microclimatiques (température ambiante
minimale éleveée), fournissent des micro-habitats frais et humides aux moustiques en raison des
infiltrations d'eau, de la saturation des sols et de la croissance abondante de la végétation (Fisiha
2002).

Environ 9,4 millions de personnes en Afrique subsaharienne sont a risque de contracter
le paludisme parce qu'ils vivent a proximité des grands barrages ou des systemes d'irrigation
formels (Keiser et al., 2005). En Ethiopie par exemple, la construction du barrage de Koka a
été associée a des niveaux accrus de transmission du paludisme et & une augmentation de la
prévalence de P. falciparum au sein des communautés riveraines (Lautze et al., 2007). De
méme, Yewhalaw et al. (2009) ont observé un taux élevé d'infections a P. vivax chez les enfants
vivant dans les communautés environnantes. L’augmentation de la transmission du paludisme
a egalement été rapportée dans les communautés proches du barrage de Bamendjin au
Cameroun (Atangana et al., 1979).
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Les fortes densités de populations humaines autour des barrages coincident souvent
avec une augmentation en densité de moustiques résultant de l'augmentation des gites de
reproduction créés le long du réservoir. Dans les régions tropicales, les réservoirs ont un grand
potentiel d’accroissement de la transmission du paludisme tant que les températures
quotidiennes sont assez chaudes (> 20°C) pour entretenir le développement des stades
aquatiques des moustiques ainsi que le développement du parasite du paludisme. Cependant,
les réservoirs n'entrainent pas toujours une augmentation de la transmission du paludisme,

surtout dans les lieux ou le paludisme est saisonnier.

I-7-2. Paludisme et urbanisation

L'urbanisation entraine systématiquement les modifications de Il'environnement. En

effet, il importe de définir un panel d'indicateurs informatifs, reproductibles et peu colteux,
susceptibles d’hiérarchiser et de localiser dans I'espace et le temps les facteurs de risque de
maladies a vecteurs (Salem & Samé-Ekobo, 2001). L’urbanisation exponentielle des grandes
villes africaines (mégalopoles) du fait de I’exode rural ou des échanges avec le milieu rural
(forte transmission), fait planer des risques d’épidémie de paludisme en zone urbaine pendant
la saison de transmission (Nimpaye et al., 2001 ; Rogier et al., 2003 ; Mouchet et al., 2004). En
général, les zones urbaines ont des densités de la population humaine les plus éleveées, ce qui
entraine une augmentation des taux de transmission des maladies, un grand nombre de gites de
développement larvaire de moustiques, en raison des pratiques de stockage de I'eau et des
méthodes limitées d'élimination des eaux usées. Le développement rapide des villes en Afrique
est souvent associé¢ a I’urbanisation non planifiée avec d'importantes répercussions sur la santé
publique (Hay et al., 2005 ; Keiser et al., 2004). Le paludisme urbain est actuellement considéré
comme un probléme de santé émergent en Afrique et fait I’objet de nouvelles réflexions dans
de nombreux pays (Donnelly et al., 2005 ; Klinkenberg et al., 2008 ; Mourou et al., 2012 ;
Mathanga et al., 2016).
Plusieurs études menées a partir de 2000 ont indiqué d’importants changements sur les
populations de vecteurs, notamment que I’urbanisation favorise 1’installation d’espéces
vectrices du paludisme telles que A. gambiae s.l. (Trape 1986, Fondjo et al., 1992, Antonio-
Nkondjio et al., 2005). Dans les villes de Douala et Yaoundé, une augmentation de la
distribution de moustiques dans les habitats et sites de reproduction artificiels a été signalée
(Antonio-Nkondjio et al., 2011).
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De plus, les moustiques se reproduisant dans des zones polluées ou dans des sites
cultivés se sont montrés plus résistants aux insecticides par rapport a ceux qui se développent
dans des sites non pollués (Antonio-Nkondjio et al., 2011 ; Tene Fossog et al., 2012).
L’¢évolution rapide de la résistance aux insecticides a également été enregistrée dans des
populations de vecteurs et une augmentation de la fréquence des génes de résistance kdr a été
observée (Antonio-Nkondjio et al., 2015, Tene Fossog et al., 2013). De plus, I’exposition des
moustiques aux xénobiotiques a influencé la carte de distribution d’A. gambiae et A. coluzzii
dans les villes de Douala et Yaoundé, avec A. coluzzii plus tolérant aux polluants prédominants
dans le centre urbain alors qu'A. gambiae est moins tolérant a la présence de polluants en milieu
rural (Kamdem et al.,2012 ; Tene Fossog et al., 2015). Les expérimentations en laboratoire ont
fourni les preuves d'une influence possible de cette adaptation sur la compétence vectorielle de
ces deux espéces, avec A. coluzzii plus compétent pour transmettre le parasite du paludisme
comparé a A. gambiae (Boissiére et al., 2013).

En outre, quelques études montrent que le processus d'urbanisation en Afrique tend a
supprimer les gites de reproduction des anophéles, par la conquéte progressive des terrains de
culture et le comblement des points d'eau, ainsi que par la pollution des collections d'eau
résiduelle peu favorables aux vecteurs du paludisme (Vercruysse & Jancloes, 1981 ; Gazin et
al., 1987 ; Trape & Zoulani, 1987 a et b ; Mouchet, 1987).
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I1-1. Cadre géographique et sites d’étude

L’étude a été réalisée dans trois sites (Figure 8) répartis dans deux régions du
Cameroun : Nyabessan dans la région du Sud Cameroun, Simbock et Olama dans la région du
Centre Cameroun. Les sites ont été choisis d’une part en raison de la disponibilité des données
entomologiques antérieures, et d’autre part en raison de profonds changements survenus dans
leur milieu, pouvant impacter la distribution et 1’abondance des vecteurs. En plus de la
disponibilité de données entomologiques antérieures, la stabilité apparente du milieu était le
critere de choix du site témoin. Les trois sites d’étude appartiennent au domaine forestier Sud
camerounais, qui s’étend entre le 2°™ et le 6°™ degré de latitude Nord, et entre le 2°™ et le 6™
degré de longitude Est. Ce domaine couvre les régions du Centre (68926 km?), Sud (47720
km?) et Est (109011 km?) qui appartiennent & la méme zone bioclimatique.

Le climat est équatorial de type guinéen, avec quatre saisons : une petite saison des
pluies de mars a juin, une petite saison seche entre juillet et aoQt, une grande saison des pluies
de septembre a novembre, et une grande saison séche de décembre a février. Ce climat est
soumis a I’influence de 2 grands courants d’air qui conditionnent les précipitations : I’harmattan
chargé de masses d’airs trés s€ches issues des hautes pressions sahariennes et la mousson
chargée d’air humide originaire de 1’anticyclone de Sainte-Hélene ou qui est élaborée sur place
au contact de la forét pluviale (Suchel & Tsalefac, 1995).

L’humidité relative de I’air est tres élevée, oscille entre 77 et 81% ; la température
moyenne annuelle présente des maximas journaliers situés entre 28 et 30°C et des minima entre
19 et 20°C (Suchel & Tsalefac, 1995).

La lutte antivectorielle dans ces sites repose essentiellement sur ['utilisation des
moustiquaires imprégnées a longue durée d’action, dont le taux de couverture est de 96,8%

(Bamou et al., données non publiées).
11-1-1. Nyabessan

Nyabessan (2° 80’ N, 10° 25’ E) est un village situé dans la région du Sud Cameroun,
dans la réserve de Ma’an (département du Ntem, a 220 km au Sud de Yaounde. Choisi en juin
2012 pour accueillir le barrage hydroélectrique de Memve'ele (2° 24° 09°” N, 10° 23’ 37’ E),
sa population est passée en quelques mois de 200 a plus de 2 500 personnes. Par ailleurs, ce
village a été dote de nouvelles infrastructures notamment un Lycée, un centre de santé et un
poste de gendarmerie. Le barrage de Memve’ele sur le fleuve Ntem est destiné a assurer

I’approvisionnement électrique d'une capacité de 211 MW.
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Le village Nyabessan est traverse par trois cours d'eau : le fleuve Ntem et ses chutes de
Memve'ele, la Biwome et la Ndjo’o. Il dispose de trois stations hydrologiques sur chacun de
ces cours d'eau (Olivry, 1986). Le fleuve Ntem qui traverse le village présente une chute de
35m de dénivelé naturel (chute Memve’ele), ce qui permet d’entretenir une humidité propice
au développent des anopheles dans les villages a proximité du fleuve ; cependant, la plupart des
gites d'’Anopheles gambiae qui y existent sont le fait des activités humaines. La forét présente
encore une couverture profonde dans cette partie de la région Sud méme si elle est parfois
dégradée autour du village par les habitants. L’habitat est surtout de type traditionnel, avec des
cases en terre battue et en planches, couvertes de toles. Les murs présentent de nombreux
interstices par lesquels les moustiques peuvent entrer dans les maisons. La principale activité
pratiquée est la péche et dans une moindre mesure 1’agriculture de subsistance.

Selon une étude de Livadas et al. (1958), I’index plasmodique a Nyabessan était de 79%,
avec trois vecteurs (A. nili (A. ovengensis), A. moucheti et A. gambiae). Jusqu’en 2006, la
composition de la faune vectorielle du paludisme a Nyabessan était la méme (Awono Ambene
et al., 2006).

11-1-2. Simbock

La localité de Simbock est située a environ 6 km du centre-ville de Yaoundé a 3° 50" N,
11° 30" E. Cette localité, qui a longtemps présenté un caractere rural s’est progressivement érigé
en un quartier de la ville de Yaoundé, du fait de I’extension de la zone urbaine vers la périphérie.
Le choix de ce site se justifie ainsi par la modification de son écosyteme rural en écosysteme
urbain avec le bitumage de son axe principal en 2008. L'habitat & Simbock est devenu moderne ;
le mode de vie et les habitudes des habitants varient selon les groupes ethniques. On y trouve
des étangs piscicoles destinées a la péche.

La riviere Mefou traverse la localité et crée des marécages permanents favorables a la
reproduction des moustiques (Suchel, 1987). Des prospections antérieures ont montré que la
diversité des écosystémes (marécages, puits, orniéres, étangs) qui y régne est propice au
développement de quatre especes d’anophéles d’importance épidémiologique majeure : A.
gambiae s.s., A. funestus, A. moucheti et A. nili (Meunier et al., 1999 ; Antonio-Nkondjio et al.,
2002). Etant situé en altitude (750 m), la plupart des gites de reproduction des anophéles sont
temporaires et sont présents pendant la saison des pluies La pollution domestique et le mauvais
drainage des eaux usées sont responsables de la création des gites permanents caractéristiques

de la reproduction des moustiques du genre Culex sp.
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11-1-3. Olama

Olama (3° 24’ N, 11° 18’ E) est un village situé dans le département de la Mefou et
Akono, dans la région du Centre, sur la rive gauche du Nyong, a 65 km au Sud de Yaoundé. Ce
village a été choisi comme le site témoin d’une part, du fait de la similitude des caractéristiques
géographiques avec Nyabessan par la présence du fleuve Nyong ; et d’autre part en raison de
son caractére rural.

Le fleuve Nyong constitue la principale source d’cau et le principal gite de reproduction
des moustiques. Cette localité compte environ 250 habitants. Les habitants sont pour la plupart
des petits agriculteurs et des pécheurs. L’agriculture pratiquée ici est surtout une agriculture de
subsistance. Bien que situé dans la zone de forét, le village présente plutt une végétation
dégradée du fait de la création des champs. Les habitations sont pour la plupart traditionnelles,
en terre battue avec des toits en tole.

. Des études antérieures menées dans ce site entre 2000 et 2001 ont révéle la présence
de A. moucheti comme espéce majeure ; les especes telles que A. nili, A. ziemanni, A. paludis,
A. marshallii et A. gambiae y ont été retrouvées avec de tres faibles densités (Antonio-Nkondjio
et al., 2006)

Capitale £33 Limites des sites d'étude
® Sites d'étude W Forét tropicale

—— Cours d'eau Savane

Figure 8. Localisation des sites d’étude (INC modifié).
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11-2. Type d’étude

Cette étude comprend deux voletsdont le premier est une étude ambispective
(rétrospective et prospective) transversale de la transmission entomologique du paludisme ; le
second volet est une étude transversale de la sensibilité des anopheles aux insecticides.

Concernant la premiére partie, les données entomologiques rétrospectives ont été
obtenues a partir de la base de données « Access » du laboratoire de lutte contre le paludisme
de 1’Organisation de Coordination pour la lutte contre les Endémies en Afrique Centrale
(OCEAC), une agence d’exécution de la Communauté Economique et Monétaire de I’ Afrique
Centrale (CEMAC) en matiere de santé publique. La base de données exploitée regroupe toutes
les informations entomologiques sur les anophéles collectées dans différentes villes du
Cameroun. Elle présente les variables suivantes : numéro d’ordre, genre, espéce, numéro de
case, lieu de collecte, heure de collecte, type de collecte, date, position de collecte
(intérieur/extérieur), PCR, CSP, parturité, repas de sang, glande salivaire. Les variables
considérées dans le tri des données utilisées pour ce travail étaient :

- Le lieu de collecte : Nyabessan, Simbock et Olama,

- Ladate : de 2000 a 2006,

- Le type de collecte : capture sur appat humain.

La plupart des collectes ont été effectuées pendant la saison des pluies, qui correspond a la
période de forte abondance de moustiques. Les données prospectives ont été collectées sur le
terrain de 2014 a 2016, calquées sur le schéma de collecte des données rétrospectives afin de
permettre une comparaison cohérente entre les deux périodes (Tableau 1).

Pour I’étude de la sensibilité d’A. gambiae s.l. aux insecticides, les larves ont été
collectées sur le terrain de 2014 a 2017 (Tableau I1).

Toutes les analyses de laboratoire se sont déroulées au Laboratoire de Lutte contre le
Paludisme de ’OCEAC.
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Tableau | : Récapitulatif des périodes d’échantillonnage des moustiques adultes

Collecte des adultes

Site Période rétrospective* Période prospective
d’étude Année 2000 2001 2002 2004 2006 2014 2015 2016
NbHn 12 20 15 ND 6 32 12 12
c
3 mars, mai, o o
e . . . février, ) juillet, R
S Période  mai, septembre juillet, o ND décembre ) aodt septembre
2 . juillet décembre
décembre
NbHn 120 144 ND 50 2 18 12 12
janvier, mars,
S . avril, juillet, janvier, ]
o Période o avril, . o
g septembre, février, ND o novembre novembre aodt juillet
(2] . juillet
novembre, mars, Avril
décembre
NbHn 40 24 ND 4 2 12 12 12
février, mars,
avril, mai, juin,
o juillet, aodt,
E - 7 .
= » mars, avril, février, ) .
= Période septembre, o ND o novembre décembre septembre aodt
o juin juillet
octobre,
novembre,
décembre

*Source de données : LRP/OCEAC NbHn:

Nombre d’hommes-nuit

ND : Non disponible
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Tableau 11 : Récapitulatif des périodes de collectes larvaires

Collecte larvaire

Annee 2014 2015 2016 2017
Nyabessan juillet janvier décembre décembre
Simbock juillet janvier juin décembre

Olama ND ND décembre ND

ND : Non disponible
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11-3. Matériel et méthodes
11-3-1. Echantillonnage
11-3-1-1. Collecte des anopheles adultes

e Clairence éthique et consentement éclairé

L'étude a été menée sous l'autorisation éthique no. 2016/01/685/ CE / CNERSH / SP délivré
par le Comité National d'Ethique du Cameroun (CNE) pour la recherche en santé humaine.
Tous les volontaires participant aux captures humaines ont signé un formulaire de consentement
éclairé écrit, indiquant leur volonté de participer a I'étude. Ils ont également recu un traitement
gratuit contre le paludisme.

e Collecte des moustiques

Que ce soit pendant la période rétrospective ou pendant la période prospective, les
¢chantillons d’anopheles adultes issus des différents sites d’étude ont été collectés par captures
nocturnes sur volontaires humains. Elles se sont déroulées entre 19h et 05h du matin a I’intérieur
et / ou a I’extérieur des habitations, en deux périodes : la premiére période de 19h a 01h et la
deuxieme période de 01 h a 05h du matin. Chaque volontaire majeur était muni d’une torche,
d’une montre, des tubes a hémolyse, du coton et des sacs pour chaque tranche horaire. Assis
sur un tabouret les jambes nues, le volontaire capturait les moustiques qui se posaient sur lui, a
I’aide des tubes a hémolyse qu’il bouchait avec du coton (Figure 9). Il mettait ensuite le tube
dans le sac portant mention de la tranche horaire de capture correspondante. A la fin de chaque
tranche horaire, I’équipe de supervision passait récupérer les moustiques ainsi capturés dans les

postes de capture.

Figure 9. Procédure de capture nocturne de moustiques
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11-3-1-2. Collecte et élevage des larves d’anophéles

Les larves d’anophéles ont été collectées par la méthode de « dipping » ou trempage
(Service, 1993). Cette méthode consiste a prélever I'eau du gite a I'aide d'une louche ou d’un
bac et a y rechercher les larves reconnaissables par leur position horizontale a la surface de
I’eau. Les spécimens ont ensuite été transportés a I’insectarium du laboratoire pour I’¢élevage.
Les larves ont été transférées dans des bacs en plastique avec 1’eau du gite et nourries tous les
matins avec de la farine pour alevins (TétraMim®Baby). Les nymphes issues du développement
larvaire ont été triées tous les matins, puis isolées dans une cage pour 1’émergence des adultes,
lesquels ont été nourris avec une solution de glucose a 10%. Les adultes de deux a quatre jours
ont été identifiés morphologiquement a 1’aide des clés d’identification des anopheles (Gillies &
De Meillon, 1968 ; Gillies & Coetzee, 1987) puis utilisés pour le test de sensibilité aux
insecticides.

11-3-2. Identification et distribution des anophéles

11-3-2-1. Identification morphologique et conservation des anophéles adultes

Apreés la collecte des moustiques, les anopheles séparés des autres culicidés ont été
identifiés au stade de I’espéce a 1’aide d’une loupe binoculaire, sur la base des critéres
morphologiques (Gillies & De Meillon, 1968 ; Gillies & Coetzee, 1987) (Annexe 1). Les
anopheles ainsi identifiés ont été placés individuellement dans des tubes contenant un
dessiccateur (silica gel) et portant un numéro et une indication du site de collecte. Pour chaque
moustique, la date, I’heure, le lieu, la case de capture, ont été reportées sur une fiche puis saisies
dans une base de données sur le logiciel excel. Une fois au laboratoire, chaque moustique a été
disséqué. L’ensemble téte-thorax a été isolé dans un tube pour la détection des sporozoites et le
reste du corps placé dans un autre tube, pour I’identification moléculaire. Les deux tubes portant

le méme numéro d’ordre initial sont ainsi conservés au congélateur a -20°C.

11-3-2-2. Identification moléculaire des espéces du complexe A. gambiae s.l.

L’identification de 1’espéce se fait a partir de I’ADN génomique extrait des moustiques.

e Extraction de I’ADN total des anopheles

L’ ADN des moustiques adultes a été extrait au cétyl triméthyl ammonium bromide (CTAB)
a 2% (Wagner et al., 1987) : les moustiques entiers ou leurs fragments sont broyés dans 200 ul

de CTAB a 2%, puis chauffées au bain-marie pendant 5 minutes. A ce broyat, 200 pul de
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chloroforme sont ajoutés et le mélange est centrifugé pendant 5 minutes a 12000 tr.mn-1 a
température ambiante. La phase supérieure est prélevée et introduite dans un tube stérile auquel
on ajoute 200 pl d’isopropanol ; le mélange est centrifugé pendant 15 minutes a 12000 tr.mn-1
et a température ambiante pour précipiter I’ ADN qui forme un culot peu visible au fond du tube.
L’isopropanol est éliminé et le tube égoutté ; le culot est ensuite rincé avec 200 pl d’éthanol
70%. Aprés une nouvelle centrifugation a 12000 tr.mn-1 & température ambiante pendant 5
minutes, 1’éthanol est éliminé et le culot séché sous vide (Speed-Vac®). L’ADN ainsi extrait
est reconstitué dans 20 pl d’eau stérile et laissé a 4°C pendant une nuit pour la resuspension. Il
peut étre ensuite conservé a -20°C.
e Amplification de ’ADN
-Principe de la PCR
Le test Polymérase Chain Reaction (PCR) est une méthode de biologie moléculaire

d’amplification ciblée in vitro. Ce test permet d'obtenir & partir d'une infime quantité d’ADN,
d’importantes quantités d'un fragment d’ADN spécifique a I’issue de plusieurs cycles de
température. Chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes (Figure 10) :

- Une dénaturation de I’ ADN par chauffage entre 90 et 95°C pour séparer les deux brins
qui le composent

-Une hybridation des amorces aux extrémités de la séquence recherchée a une
température comprise entre 40 et 65°C,

- Une ¢élongation grace a ’action d’une ADN polymérase a 72°C.
Ce cycle est répété un grand nombre de fois pour obtenir une multiplication

exponentielle de la séquence d’ADN cible (la durée d’un cycle est de I’ordre de la minute).
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Figure 10. Illustration du principe d’une PCR (www. microbiologie-medicale.fr).

-Protocole de la PCR

La technique de PCR utilisée cible le polymorphisme dans les sites d’insertion pour un
groupe de retrotransposons connus comme des « Short interpesed elements » (SINE)
(Santolamazza et al., 2008). Le milieu réactionnel ou mix (tableau Il1) est constitué des
amorces oligonucléotidiques spécifiques (S200 X6F et S200 X6R), les désoxyribonucléotides
triphosphates (dANTPs), le magnésium (MgCl2) indispensable au fonctionnement de I’ADN
polymérase thermorésistante (Taq ADN polymérase). Dans le mix, on y ajoute I’ADN a
amplifier. Toutes les réactions d’amplification se sont déroulées dans un thermocycleur de

marque « 2720 Thermal Cycler » (Applied Biosystems).
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Tableau 111 : Composition du milieu réactionnel de la PCR SINE

Réactifs Concentration Volume pour une réaction a
finale 15ul
Tampon de Taq 10X 1X 1,5 ul
TagADN polymérase 0,04 Ul/uL 0,12 pl
(5U/uL)
dNTPs (25 mM) 0,2 mM 0,12 pl
MgCI2 (25 mM) 1,25 mM 0,75 ul
S200 X6F (10 mM) 0,34 mM 0,51 pl
S200 X6R (10 mM) 0,34 mM 0,51 pl
ddH20 - 10,49 pul
ADN : 1l

Dans un thermocycleur de marque « 2720 Thermal Cycler » (Applied Biosystems), cette
solution est soumise a une premiére phase de dénaturation initiale de 5 minutes a 95°C, une
phase d’hybridation (30 secondes a 95°C, 30 secondes a 54°C, 1 minute a 72°C) répétée 35

fois, suivie d’une élongation finale de 10 minutes a 72°C (Figure 11).

9 L
95°C 95°C
5 30
72°C 72°C
1 10
54°C
3 D”
I Foa ~L
Dénaturation Hyhbridation Elongation

e ) o
“+* o e -

Figure 11. Programme de température pour amplification PCR SINE

e Electrophorese

- Principe

C’est une technique séparative qui consiste a soumettre un melange de molécules a un

champ électrique ce qui entraine la migration des molécules chargées. En fonction de différents
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parametres (charge, masse, forme, nature du support, conditions physico-chimiques) la vitesse
de migration va étre variable, ce qui permet la séparation des différentes molécules.
- Préparation du gel d’agarose
Le gel d’agarose a été préparé a 1,5% dans du TBE 1X. Le meélange agarose et TBE 1X
dans I’erlenmeyer a été ensuite chauffé dans un four a micro-ondes pendant une minute 30
secondes. Le mélange a été laissé a tiédir pendant quelques minutes a température ambiante.
Lorsque la température du mélange a atteint environ 50°C, du bromure d’éthidium a 0,5ug/ml
a été ajouté a la solution. La solution a ensuite été versée dans un moule. Un peigne a été placé
dans le gel chaud. Le gel a été laissé a polymériser a tempeérature ambiante pendant 1 a 2 heures.
- Distribution des échantillons dans le gel
Aprés la polymérisation totale du gel, le peigne a été retiré. Le tampon TBE 1X a été
ajouté au gel. A I’aide d’une pipette de 20 ul, 12 ul de solution (composée de 11ul d’ADN
amplifié et 1ul de bleu de bromophénol) a été déposé dans chaque puits. Dans un ou deux puits,
le marqueur de poids moléculaire mélangé au bleu de bromophénol a également été déposé.

- Migration électrophorétique et révélation

Le moule qui constitue la cuve a électrophorése a été relié grace aux électrodes aux bornes
d’un générateur de courant continu qui produit une puissance d’environ 20W avec une tension
stabilisée a 140 volts. La migration s’est effectuée de la cathode vers 1’anode ; pendant une
durée d’environs 45 minutes a température ambiante. Aprés la migration électrophorétique, le
gel a été placé dans un spectrophotométre muni d’un révélateur a ultra-violets pour la
visualisation. Chaque extrait d’ADN ayant migré s’est présenté sous forme de bande sur le gel.
Une photographie du gel a ensuite été réalisée et interprétée. Le profil des bandes attendues
pour chaque espece apres digestion a été détaillé ainsi qu’il suit : A. coluzzii 479 paires de base,

A. gambiae s.s. 249 paires de base (Annexe 2).
11-3-3. Etude de la transmission du paludisme

e Recherche de I’infection des anophéles par Plasmodium falciparum

La mise en évidence de l'infestation des anopheles femelles par P. falciparum pendant
les périodes rétrospective et prospective, a été faite par la technique ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). Elle permet de détecter la protéine circumsporozoitique de
Plasmodium (CSP) dans la téte et le thorax des anopheles. La technique utilisée est celle de
Burkot et al., (1984), améliorée par Wirtz et al. (1987).
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e Principe de PELISA Circum Sporozoitique
Cette technique consiste & coupler la protéine CSP a un anticorps monoclonal de capture
(ACm) anti-circumsporozoite(anti-CSP) préalablement fixé sur la paroi des puits d'une plaque
(Figure 12). Le complexe antigéne-anticorps formé est ensuite révelé par un anticorps
monoclonal anti-CSP couplé a la peroxydase (marqué). L'adjonction d'un substrat qui sera
dégradé sous I'action de I'enzyme induit une réaction colorée visible et dont la densité optique

sera mesurée par spectrophotométrie.
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Paroi d'un puits de la plaque Anticorps de capture Protéine CSP Anticorps conjugué a la Substrat de la péroxydase
péroxydase

1 : Adsorption de I'anticorps de capture sur la paroi du puits

2 : Capture de la protéine CSP par les anticorps de capture spécifiques a I’espéce recherchée (P.
falciparum)

3 : Formation du complexe Anticorps de capture-Protéine CSP- Anticorps conjugué

4 : Révélation du complexe par addition du substrat de la péroxydase

Figure 12. Principe de ’ELISA appliqué a la détermination de I’infection a P. falciparum chez les
anopheles (Adapté de snv.jussieu.fr).

e Protocole ELISA circumsporozoitique monospécifique

L’ensemble téte-thorax de chaque moustique a été coupé et placé individuellement dans
des tubes Eppendorf de 1,5 ml (Eppendorf, France). Pour faciliter le broyage, 20 ul d’une
solution de Nonidet P40 (NP40) ont été ajoutés dans chaque tube. Cette solution est un détergent
qui facilite la destruction des cellules par hydrolyse des protéines membranaires. Aprés une 1h
d’incubation a température ambiante ou toute la nuit au réfrigérateur (+4°C), le broyage a été
fait dans 380 ul de tampon « Blocking Buffer » (tampon BB). Apres cette étape, les broyats

peuvent étre conservés a - 20°C.
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L’Acm de capture de P. falciparum a été reconstitué et conservé a -20°C. La plague a
été sensibilisée en ajoutant 50 pl de cette solution d’Acm diluée au 1/300 dans chaque puits, et
incubée toute la nuit & température ambiante. Le lendemain, la plaque a été vidée sans étre
lavée, puis 200 ul de tampon BB ont été déposés dans chaque puits pour saturer les sites de
fixation de I’Acm. La plaque a ensuite été incubée pendant une 1h a température ambiante.
Aprés ce temps, la plaque a été vidée mais sans étre lavée, puis 50 pl de broyat de moustique
ont été déposés dans chaque puits, a raison d’un échantillon par puits. De méme, 50 ul de
tampon BB ont été déposes dans chaque puits de la colonne réservée aux témoins négatifs, alors
que 50 ul de la CSP de P. falciparum ont été déposés dans le puits correspondant au témoin
positif. La plaque a été incubée a température ambiante pendant 2h au cours desquelles la CSP
se fixe sur I’anticorps de capture anti-CSP. Au bout de ce temps, les plaques ont été lavées deux
fois au PBS/Tween 20. Avant de procéder au lavage, une solution d’Acm conjuguée a la
peroxydase a été préparée en mélangeant I’Acm conjugué a la peroxydase de P. falciparum
avec le tampon BB. Apres lavages, 50 ul de cette solution ont été déposés dans chaque puits.
Aprés 1h d’incubation a température ambiante, la plaque a été lavée 4 fois au PBS/Tween 20.
La réveélation a été faite en déposant 100ul de substrat de la peroxydase dans chaque puits et en
incubant la plaque pendant 30 min a température ambiante et a I’obscurité. La réaction a été
stoppée par addition de 50 pl d’acide sulfurique 4N dans chaque puits avant de procéder a la
lecture au spectrophotomeétre.

11-3-4. Evaluation de la sensibilité des anopheles aux insecticides et mécanismes de
résistance

L’évaluation de la sensibilité des anopheles aux insecticides consistait a exposer les
femelles d’anopheles Fo aux doses discriminatoires d’insecticides sur papiers imprégnés, puis
a évaluer le temps nécessaire pour obtenir 50% et 95% de moustiques assommes (tkdso et tkdas)
et a déterminer la mortalité au bout de 24 heures. L’expression des génes de résistance a I’effet
« knock down » a été évaluée chez les moustiques ayant survécus aux tests avec pyréthrinoides
et DDT.

11-3-4-1. Tests de sensibilité aux insecticides

Ces tests ont été effectués sur les anophéles de la génération Fo issus de 1’élevage, ayant
2 a5 jours, et préalablement identifies comme appartenant au complexe A. gambiae s.l.
Les insecticides utilisés pour évaluer la sensibilit¢ des moustiques étaient: le DDT 4%
(organochlorés), le bendiocarb 0,1% (carbamates), la deltaméthrine 0,05% et la perméthrine
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0,75% (pyréthrinoides). Les tests associant les pyréthrinoides avec le synergiste PBO 4% ont
également été réalises pour évaluer I’implication des enzymes de détoxification dans la
résistance aux insecticides. Les papiers imprégnés d’insecticide utilisés ont été fournis par
I’Unité de Recherche sur le Contrdle des Vecteurs de 1’Université Sains de Malaisie (Centre
Collaborateur OMS de référence pour la fourniture des papiers imprégnés d’insecticides) et les
papiers imprégnés du synergiste PBO ont été fournis par le Laboratoire de Recherche sur le
Paludisme de ’OCEAC a Yaoundé.

e Protocole

Le protocole utilisé est celui de ’OMS 2016. Il consiste a exposer les moustiques aux
doses discriminatoires d’insecticides sur papiers imprégnés, puis a évaluer le temps nécessaire
pour obtenir 50% et 95% de moustiques assommeés (tkd50 et tkd95) ; et a déterminer la mortalité
au bout de 24 heures. 20 a 25 anopheles femelles ont été aspirés a 1’aide d’un aspirateur a
bouche (Figure 13 a) et introduits dans des cylindres d’observation (Figure 13 c) dont
I’intérieur est tapissé de papier non imprégné d’insecticide (12x15Cm). Apres une heure
d’acclimatation, les moustiques ont été transférés dans des cylindres d’exposition dont
I’intérieur est tapissé cette fois de papier imprégné d’insecticide. Pendant 1 heure d’exposition,
les moustiques assommés (knocked down) ont été dénombrés a intervalle de temps réguliers de
cing minutes. A la fin de la période d’exposition, les moustiques ont de nouveau été transferés
dans le cylindre d’observation (Figure 13 d) ; du coton imbibé d’une solution de saccharose a
10% a été déposé au-dessus du cylindre pour la nutrition des moustiques (Figure 13 €) et la
mortalité a été déterminée au bout de 24 heures.

Un test complet était réalisé avec quatre lots de 20 a 25 moustiques exposés a I’insecticide et
deux lots témoin de 20 a 25 moustiques non exposés a I’insecticide. Au bout de 24 heures, le
test était validé si le taux de mortalité des lots témoins est inférieur a 5% ; s’il était supérieur a
20%, le test était annulé et devaitt étre repris ; s’il était compris entre 5% et 20%, la mortalité

globale des moustiques exposés a I’insecticide était corrigée par la formule d’Abbot (1925) :

., ., % mortalité observée — % mortalité témoin
mortalité corrigée = — - x 100
100 — % mortalité témoin
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e Tests avec combinaison synergiste/insecticide

L’effet de I’inhibiteur d’enzymes pyperonyl butoxide PBO sur la sensibilité des
populations naturelles d’A. gambiae a la deltaméthrine a été testé sur les échantillons de
Simbock et Nyabessan. Les tests de combinaison synergiste/insecticide n’ont pas été effectués
a Olama du fait de la rareté et la non productivité des gites & A. gambiae. La souche de référence
A. gambiae Kisumu a servi de repere de sensibilité.

Les tests de sensibilité associés aux synergistes se sont déroulés suivant le protocole
géneral ci-dessus mais avec la particularité que les moustiques ont subit une double exposition
: une premiére au synergiste et une seconde a I’insecticide pendant 1 heure respectivement.

Les moustiques issus des tests ont été repartis pour chaque insecticide en trois lots
(morts, survivants et témoins) puis, conservés individuellement dans des tubes Eppendorf de

1,5ml contenant du silicagel et stockés a -20°C pour les analyses moléculaires.
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Figure 13. Protocole du test de sensibilité aux insecticides
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11-3-4-2. Recherche de la résistance de type kdr par la technique de Hot Ligation Assay

La techniqgue HOLA (Hot Oligonucleotide Ligation Assay) décrite par Lynd et al.,
(2005) validée au laboratoire de ’OCEAC (Etang et al., 2006) a permis de rechercher la
mutation kdr chez les spécimens ayant survécus aux tests de sensibilité aux pyréthrinoides et
au DDT. Cette technique permet de détecter simultanement des alléles du géene kdr
notamment les alléles L1014F (allele résistant kdr-ouest), L1014S (alléle résistant kdr-est) et
L1014L (allele sensible) a I’état homozygote ou hétérozygote, sur une vingtaine de spécimens

par plaque de 96 puits.

e Principe
La région de I’ADN entourant la mutation kdr est d’abord amplifiée par PCR a partir
de I’ADN génomique puis, le génotype est déterminé grace a une réaction de ligation a chaud
(58-60°C) entre les oligonucléotides détecteurs, c'est-a-dire complémentaires d’un alléle
spécifique au locus kdr, marqués a la biotine, et les oligonucléotides reporteurs marqueés a la
fluorescéine ; une réaction de colorimétrie permet ensuite la lecture directe sur une microplaque

préalablement traitée a la streptavidine (Figure 14).

T -
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Fluoresceine A Biotine -—
i Biotine |

> > T oIy
%ue ELISA marquée a la streptawdme ;f Plaque\ELISA marquée a la streptavidine
J | I
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&Lque ELISA marquée 3 la streptaV|d| j Plaque \E\ISA marquée a la streptavidine ]

Figure 14. lllustration du principe de la techniqgue HOLA (Chouaibou, 2011)

Le génotype est déterminé grace a une ligation a chaud (58-60°C) en presence de
I’ampligase, entre oligonucléotides détecteurs marqués a la biotine et oligonucléotides
reporteurs marqués a la fluorescéine (I). Une réaction colorimétrique basée sur 1’adjonction de
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I’antifluorescéine et du TMB (substrat) permet la lecture directe du génotype sur la microplaque
de 96 puits préalablement traitée a la streptavidine (11).

e Protocole

- Préparation de la plaque

Une plaque Elisa (Nunc Immuno-plate Maxi-sorb) a été sensibilisée avec une solution
de streptavidine (SIGMA) a 5ug/ml pendant une nuit a 37°C ; aprés s’étre assuré que la
streptavidine a bien séché, une premiére série de lavages au PBS/Tween20 (PBS 1X, 0.1% v/v
Tween 20) a été effectuée. Une solution de blocage le "Bovine Serum Albumin™ (BSA) (PBS
1X, 0.1% v/v Tween 20, 2% w/v BSA) a été ajoutée dans la plaque qui est incubée pendant 1
heure a température ambiante. Une nouvelle série de lavages a été effectuée afin d’éliminer le
BSA non adsorbé.

- Amplification de la portion d’ADN susceptible de renfermer la mutation kdr

La région d’ADN de 293 paires de bases entourant le locus de la mutation kdr a été
amplifiée par PCR a partir de 3 pul de suspension d’ADN génomique total. La réaction a été
réalisée dans un volume final de 25 pl contenant I’ADN polymérase thermostable (Taq
polymerase, Qiagen) et ses cofacteurs, les di-nucléotides triphosphates (ANTPs, Eurogentec),

et les amorces oligonucléotidiques spécifiques (Agdl et Agd2, Eurogentec).

Conditions de la PCR

Les amorces utilisées sont les suivantes :

- AGD1 : ATAGATTCCCCGACCATG

- AGD2 : AGACAAGGATGATGAACC

A partir de ces amorces, une solution a été préparée suivant le tableau 1V pour un volume

final de 25pl par réaction.
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Tableau IV : Composition du milieu réactionnel pour I’amplification par PCR du fragment
d’ADN entourant la mutation « kdr ».

Reactifs Concentration finale  Pour 1 réaction a 25 pl
Tampon de Taq 10X 1X 2,5 ul
contenant 15 mM MgCI2

25 mM MgClI2 2,75 mM final 0,5 ul

5mM dNTP 0,2 mM each 1,0 ul

Primer AgD1 (10 uM) 10 pmoles 1,0 ul

Primer AgD2 (10 uM) 10 pmoles 1,0 pl

Taq DNA Polym (5 U/ul) 10U 0,2 ul
ddH20 13,8 ul

ADN : 5,0 ul

La solution ainsi préparée a été placée dans un thermocycleur de type GeneAmp PCR
System 2700 (Applied Biosystems). L’ADN a été dénaturé a 94°C pendant 4 minutes, puis, a
94°C pendant 25secondes ; suivi d’un cycle d’hybridation (56°C pendant 20 secondes) et
d’élongation (72°C pendant 8 secondes) ; ce cycle est répété 25 fois. La réaction s’est terminée

par une ultime étape d’élongation a 72°C pendant 10 minutes (Figure 15).

94°C | 94°C

4r 25”
72°C | 72°C

8” 1Dr
56°C
2[}[[

L v

Figure 15. Cycle de température pour amplification de la portion d’ADN suscceptible de

renfermer de la mutation kdr
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- Ligation a chaud
Cette réaction est catalysée par une enzyme, I’ampligase qui permet la ligation des
oligonucléotides détecteurs marqués a la biotine et des oligonucléotides reporteurs marqués a
la fluorescéine. L’ ADN amplifié de chaque moustique est soumis a 3 réactions :
- une réaction qui met en évidence I’all¢le sensible kdr Ouest ;
- une réaction qui met en évidence I’all¢le résistant kdr Ouest ;

- une réaction qui met en évidence ’alléle résistant kdr Est.

Conditions de la PCR

Les amorces utilisées au cours de cette ligation sont consignées dans le tableau V

A partir de ces amorces, 4 solutions détecteur/reporteur ont été préparées suivant le tableau
VI, pour un volume final de 20 pl par réaction en procédant aux combinaisons suivantes :

- Kdrl04L-DTe/Kdr104-Rte

- Kdrl04S-DTe/Kdr104-Rte

- Kdrl04L-DTw/Kdr104-RTw

- Kdrl04F-DTw/Kdr104-RTw

Tableau VI : Composition du milieu réactionnel d’une PCR pour identification de la

mutation kdr, étape de la ligation.

Réactifs Concentration finale Pour 1 réaction a 20 pl
Tampon 10 X 1X 2,0 ul

Amorce (1 uM) 50 nM 1,0 ul

Ampligase (5 U/ul) 10U 0,2 ul

ddH20 13,8 pl

ADN: 3ul
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Tableau V : Amorces utilisées pour la ligation des oligonucléotides détecteurs/reporteurs

Description

Amorce

Oligo sequence 5’-3’ et marquage

Détecteur alléle sensible kdr/Est
Détecteur alléle resistant kdr/Est

Reporter allele kdr/Est

Détecteur allele sensible kdr/Ouest

Détecteur alléle resistant kdr/ Ouest

Reporter allele kdr/ Ouest

Kdrl04L-DTe

Kdr104S-DTe

Kdrl04-Rte

Kdr104L-DTw
Kdrl04F-DTw

Kdr104-RTw

ATTTGCATTACTTACGACTA 5’biotin
ATTTGCATTACTTACGACTG 5’biotin

AATTTCCTATCACTACAGTG 5°Phosph/3’Fluorescein

AATTTGCATTACTTACGACT 5’biotin
AATTTGCATTACTTACGACA 5’biotin

AAATTTCCTATCACTACAGT 5°Phosph/3’Fluorescein
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Les solutions ainsi préparées ont été distribuées dans les tubes PCR, 3ul du produit PCR a
génotyper y ont été ajouté et le tout a été placé dans un thermocycleur. Le génotype a été
déterminé grace a une ligation a chaud (58-60°C) entre les différents oligonucléotides suivant

le cycle de température présenté a la figure 16.

) > #
g5°Cc | 94°C
5r
2r
58 ou 60°C 4°C
k' W

Figure 16. Cycle de température pour la réaction de ligation a chaud.

- Révélation et détermination des génotypes

Pour cette étape, on ajoute 15 pl de TNE (1M Tris-HCIPH 7.5 ; EDTA PH 8 ; 5M NaCl)
au produit de ligation, on distribue ensuite les 30 pl de mixture ainsi obtenue dans les puits de
la plague préalablement enduite a la streptavidine. La plaque est incubée a température
ambiante dans 1’obscurité pendant 30 minutes puis, la mixture est délicatement retirée a I’aide
d’une pipette multicanaux. La plaque est lavée 2 fois avec 250 pl de Wash buffer 1 (10Mm
NaOH. 0.05% v/v Tween 20) fraichement préparée, puis 2 fois avec 250 ul de Wash buffer 2
(0.1 Tris-HCIPH 7.5 ; 0.15M NaCl ; 0.05% v/v Tween 20). Ensuite, on ajoute 30pl de solution
d’anti-fluorescéine dans chaque puits et on incube la plaque a température ambiante pendant 30
minutes. L’anti-fluorescéine est delicatement évacuee et la plaque est a nouveau lavee 3 fois
avec 250 pl de Wash buffer 2. Les traces de tampon sont retirées en tapant la plaque contre un
papier buvard puis, on ajoute 100 ul de solution Tétraméthyl benzidine (TMB, Roche BM blue,
Pod substrate). Au bout de 5 minutes, une coloration bleue apparait au fond des puits,

matérialisant ainsi la dégradation du substrat (Figure 17).
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Alléle sensible Allele kdr Alléle kdr
résistant Ouest résistant Est

Figure 17. Différents génotypes de la mutation kdr obtenus par la techniqgue HOLA (Nwane,
2012)
Sur cette figure, la plaque est divisée en trois parties correspondantes aux trois alléles

1014L (alléle sensible), L1014F (allele résistant kdr-Ouest) et L1014S (allele résistant kdr-Est).
Les différents spécimens sont repétés trois fois sur la plaque, pour chaque allele (colonnes 1, 2,
3 pour ’alléle L1014L, colonnes 4, 5, 6 pour I’allele L1014F et colonnes 7, 8, 9 pour 1’allele
L1014S). Un spécimen présentant la coloration bleue pour un seul allele est dit homozygote
pour cet allele, et un spécimen présentant la coloration bleue pour deux alleles est dit

hétérozygote.

Differents profils :1a, 1c, 1d, 2e, 3a = Homozygotes sensibles; 1g, 1h, 2a, 2b, 2d
Homozygotes résistants kdr-Ouest ; 3f, 3g = Homozygotes résistants kdr-Est ; 1f, 2c, 2f
Hétérozygotes sensible/kdr-Ouest ; le, 3e = Hétérozygotes sensible/kdr-Est ; 3b, 3c, 3d
Hétérozygotes résistants kdr-Ouest/kdr-Est.

11-3-5. Analyse de données
11-3-5-1. Détermination des paramétres entomologiques de la transmission

La base de données pour cette étude a été construite sur Microsoft excel a partir des
données rétrospectives obtenues de la base de données de I’OCEAC et des données prospectives
collectées sur le terrain et au laboratoire. Elle a permis d’effectuer le calcul des parametres de

la transmission suivants :

62



- Taux d’agressivité (m.a.)

Encore appelé densité agressive, il est le produit de la densité anophélienne en relation
avec I'Homme (m) et du taux d'anthropophilie (a). Il s'exprime en nombre de piqares
d'anophéles par Homme par unité de temps. Il s'obtient en capturant les anopheéles venant piquer
I'nomme et en divisant le nombre d'anopheles capturés par le nombre de sujets utilisés, par unité

de temps.

- Indice Circum Sporozoitique (ICS)
Il représente le rapport entre le nombre de moustiques retrouvés porteurs de 1’antigéne

circumsporozoite de P. falciparum par le nombre total de moustiques testés par ELISA.
- Taux d’Inoculation Entomologique (TIE)

C’est le nombre de piqiires infectées que regoit un homme pendant une période donnée.
Le taux d’inoculation peut étre calculé pour une nuit, un mois, un an et pour chaque espece
vectrice.

TIE= Taux d’agressivité (m.a.) X Indice Circum Sporozoitique (ICS)

11-3-5-2. Modélisation des parameétres de la transmission

Un modele mathématique est un ensemble d’hypothéses décrivant les relations entre
différents parametres d’un systeéme ou d’un processus donné.

Les données ont été analysées a ’aide du logiciel R 3.5.0 (R Development Equipe principale,
Vienne, Autriche, 2018).

Le test d’égalité des proportions a été utilisé pour comparer les proportions de chaque
espece pendant les périodes rétrospectives et prospectives. La fonction ANOVA a permis de
comparer les valeurs moyennes m.a., ICS, et TIE et de décrire I’impact de chaque variable
explicative par rapport a la référence. Le degré de signification des interactions entre différentes

variables explicatives a été déterminé et le seuil de signification était fixé a 5% (0,05).

11-3-5-3. Analyse et interprétation des temps de « Knockdown » et des taux de mortalité
Les variables calculées au cours des tests de sensibilité aux insecticides sont les

suivantes :
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- Les temps de knockdown 50% et 95% (tkdso et tkdes) qui correspondent respectivement
aux temps nécessaires pour que 50% ou 95% de moustiques de 1’échantillon exposé soient
assommes ;

- Le taux de mortalité qui correspond au pourcentage de moustiques morts au bout de
24heures apres I’exposition a I’insecticide.

Les temps de « knockdown » ont été analysés avec le logiciel WIN DL (Version 4.6) qui
permet d’apprécier 1’effet « knockdown ». Apres transformation logarithmique des temps
d’exposition en probits de fréquences cumulées de mortalité, ce logiciel trouve un ajustement
des résultats a une droite de régression qui permet d’estimer les temps de knockdown.

Les critéres de I’OMS (2016) ont permis d’interpréter les résultats a partir de la mortalité :

- Population sensible : taux de mortalité supérieur a 98% ;

- Résistance possible a confirmer : taux de mortalité compris entre 90 et 98% ;

- Résistance : taux de mortalité inférieur ou égal a 90%.

L’effet du synergiste sur la sensibilité des populations naturelles d’A. gambiae a été
évalué en déterminant le taux de réversion de I’effet knockdown (trkd) défini par Thomas et al.
(1991), selon la formule :
trkd= [1- (tkdso synergiste + insecticide / tKds0 insecticide)] X 100
tkdso synergiste + insecticide = temps nécessaire pour que 50% des moustiques exposes au synergiste
puis a I’insecticide soient assommeés ;
tkdso insecticide = temps nécessaire pour que 50% de moustiques exposés uniquement a
I’insecticide soient assommés.

L’évaluation de I’implication des enzymes de detoxification dans la résistance aux
insecticides a été effectuée par :

- La détermination du taux de réversion de la résistance due aux synergistes ;

- Lacomparaison des intervalles de confiance a 95% (ICgs) des temps de knockdown des
tests insecticides seuls et combinaisons synergiste/insecticide.

11-3-5-4. Interprétation des fréquences alléliques et génotypiques du géene kdr
e Test de conformité a I’équilibre d’Hardy-Weinberg

Ce test a été effectué en utilisant le logiciel FSTAT, sur I’hypothéese nulle (HO) de ’'union
aléatoire des gametes dans une population. Le modele de Hardy-Weinberg décrit les relations
entre les fréquences alléliques et génotypiques dans une population en équilibre ; la notion

d’équilibre dans les modéles de Hardy-Weinberg est soumise aux conditions suivantes :
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Le modele concerne les especes diploides qui se reproduisent de fagon sexuee ;

La population est panmictique : les couples se forment au hasard et leurs gameétes se
rencontrent au hasard ;

La population est de taille infinie pour minimiser les variations d’échantillonnage ;

Il ne doit avoir ni sélection, ni mutation, ni migration ; de ce fait, il n’y a ni perte, ni
gain des alleles ;

Les générations successives sont non chevauchantes, ¢’est-a-dire qu’il n’y a pas de
croisement entre les différentes générations.

Les fréquences alléliques et les fréquences génotypiques au locus kdr observées
ont été comparées a celles estimées a partir des fréquences alléliques sous 1’hypothése
Ho «union au hasard des gameétes » (Haldane, 1954). L’excés ou le déficit
d’hétérozygotes a été estimé par I’indice Fis de Wright (1954) qui correspond a I’écart a
la panmixie au sein de chaque population. Cet indice a été calculé tel que suggeéré par
Raymond et Rousset (1995). Tous les calculs ont été effectués a I’aide du logiciel
GENEPOP Version 4.2.
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I11-1 RESULTATS

I11-1-1. Caractérisation des populations d’anophéles vecteurs du paludisme a Nyabessan,
Simbock et Olama
I11-1-1-1. Composition de la faune anophélienne

Au total, 17530 anopheles adultes ont été collectés dans les trois sites d’étude entre 2000
et 2016, soit :

- 6127 spécimens a Nyabessan dont 3738 anophéles collectés par 53 hommes-nuit
pendant la premiére période de 1’étude (entre 2000-2006) et 2389 collectés par 56 hommes-nuit
pendant la seconde période (entre 2014-2016),

- 5341 spécimens a Simbock dont 5240 anophéles collectés par 316 hommes-nuit
pendant la premiére période et 101 collectés par 42 hommes-nuit pendant la seconde période,

- 6062 spécimens a Olama dont 5147 collectés par 70 hommes-nuit pendant la premiére

période et 915 collectés par 36 hommes-nuit pendant la seconde période de I’étude.

La figure 18 présente la distribution et la composition des espéces anophéliennes dans
les trois sites d’étude. Les anopheles collectés et identifiés sur la base des criteres

morphologiques appartenaient a 13 especes réparties comme suit :

- huit espéces a Nyabessan (A. moucheti, A. nili (ovengensis), A. gambiae s.1., A. paludis,
A. marshallii, A. ziemanni, A. coustani, A. obscurus),

-neuf espéces a Simbock (A. moucheti, A. nili, A. gambiae s.lI., A. paludis, A. ziemanni,
A. funestus, A. hancocki, A. namibiensis et A. coustani),

- six especes & Olama (A. moucheti, A. nili, A. gambiae s.I., A. paludis, A. marshallii, A.

ziemanni).
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Figure 18. Composition de la faune anophélienne & Nyabessan, Olama et Simbock
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I11-1-1-2. Distribution et abondance des espéces de la faune anophélienne

Parmi les 13 espéces identifiées, cing ont été retrouvées dans les trois sites bien qu’a des
proportions différentes, notamment A. moucheti, A. nili, A. gambiae s.I., A. paludis et A.
ziemanni. Les especes A. funestus, A. hancocki et A. namibiensis ont été collectées
exclusivement a Simbock et A. obscurus n’a été collecté qu’a Nyabessan. Le nombre d’espéces
collectées a Nyabessan a augmenté de 5 espéces a 8 entre la période rétrospective (2000-2006)
et la période prospective (2014-2016) ; tandis qu’a Simbock le nombre d’espéces anophéliennes
a diminué de 9 a 3. Le nombre d’espéces a Olama n’a pas varié entre les deux périodes de
I’étude. Les proportions des différentes especes retrouvées dans les trois sites sont consignées
dans le tableau VII.

Le tableau VII présente les variations de la distribution des espéces d’anopéles
collectées dans les trois sites d’étude, en fonction de la période de collecte (période
rétrospective entre 2000 et 2006, période prospective entre 2014 et 2016).

A Nyabessan, A. ovengensis a été I’espéce majoritaire avant la mise en place des
travaux de construction du barrage (53%) tandis qu’A. moucheti était majoritaire (34%) pendant
les travaux de construction du barrage. A. gambiae s.l. et A. paludis ont plutdt émergé pendant
les tavaux deconstruction du barrage, atteignant des proportions de 15-22%, contre moins de
6% avant le lancement des travaux de construction du barrage (LTCB) (P<0,0001). D’une
période a I’autre, I’abondance d’A. ovengensis a montré une tendance a la diminution avec des
proportions variant de 53% avant la construction du barrage a 27% pendant les travaux
(P<0,0001). La méme tendance a été observée avec A. moucheti et A. marshalli, avec des
proportions variant de 39% et 2,6% avant a 34% et 0,6% respectivement, pendant les travaux.
Les espéces A. ziemanni, A. coustani et A. obscurus qui n’avaient pas été collectées avant le
LTCB, sont apparues pendant les travaux de construction du barrage bien qu’a des proportions
encore tres faibles (< 1%).

A Simbock, A. moucheti (49%) qui était 1’espéce majoritaire avant le lancement des
travaux d’infrastructures urbaines (LTIU) n’a pas été retrouvé dans les échantillons collectés
apres les travaux. Cependant, apres 1’urbanisation, la faune anophélienne était essentiellement
composée d’A. funestus (32%) et A. gambiae s.l. (67%) contre moins de 15% avant (P<0,0001).
Les espéces A. ziemanni, A. coustani, A. namibiensis et A. hancocki qui étaient déja trés peu
représentées avant le processus d’urbanisation ont pratiquement disparu avec le temps.

A Olama, A. moucheti était I’espéce majoritaire pendant les deux périodes d’étude avec

des proportions supérieures a 89% bien que I’abondance soit en baisse (P<0,0001). Par contre,
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Tableau VII : Variations de la distribution des espéces d’anophéles a Nyabessan, Simbock et Olama

Sites Espéces 2000-2006 2014-2016 Valeur de p du test de chi carré a 2
d’étude échantillons pour I’égalité des
proportions

A. gambiae s.l. 190 (5,1) 358 (15,0) <0,0001
A. moucheti 1455 (38,9) 817 (34,2) 0,0002
A. ovengensis 1992 (53,3) 651 (27,2) <0,0001

5 A. paludis 4(0,1) 524 (21,9) <0,0001

g A. ziemanni 0 11 (0,5) 0,0001

3 A. marshallii 97 (2,6) 14 (0,6) <0,0001
A. coustani 0 13 (0,5) <0,0001
A. obscurus 0 1(0,04) 0,8214
Total 3738 2389
A. gambiae s.I. 637(12,1) 68(67,3) <0,0001
A. moucheti 2566(49) 0 <0,0001
A. funestus 1287(24,6) 32(31,6) 0,1266

o A nili 709(13,5) 0 0,0001

3 A. paludis 13(0,2) 1(1) 0,6439

'(,g) A. ziemanni 20(0,3) 0 1
A. coustani 1(0,02) 0 1
A. namibiensis 1(0,02) 0 1
A. hancocki 6(0,05) 0 1
Total 5240 101
A. gambiae s.l. 45 (0.9) 10 (1.1) 0,6503
A. moucheti 5037 (97.9) 814 (89.0) <0,0001

B A. nili 10 (0.2) 1(0.1) 0,8925

g A. paludis 5(0.1) 4(0.4) 0,0460

© A. ziemanni 41 (0.8) 83(9.1) <0,0001
A. marshallii 9(0.2) 3(0.3) 0,5783
Total 5147 915

() : Pourcentage par rapport a I’effectif total ; valeur P : signification a 5%.
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A. ziemanni a montré une tendance a la hausse avec les proportions passant de 0,8% a 9% d’une
période a I’autre (P< 0,0001). Les espéces A. gambiae s.1I., A. paludis, A. nili et A. marshalli ont
été trés peu abondantes quelle que soit la période d’étude, avec des proportions inférieures ou
égales a 1% (p>0,05).

111-1-1-3. Composition des especes au sein du complexe A. gambiae

L’identification moléculaire a été réalisée sur 1308 anophéles morphologiquement
identifiés comme appartenant au complexe A. gambiae s.l., dont 548 collectés a Nyabessan,
705 a Simbock et 55 a Olama. En effet, deux especes ont été identifiées : A. gambiae s.s. et A.
coluzzii. La distribution de ces espéces a Nyabessan, Simbock et Olama pendant les deux
périodes de I’¢étude est consignée dans le tableau VIII.

A Nyabessan, seule A. gambiae s.s. a été identifiée avec une proportion de 100% avant
les TCB; aprés la construction du barrage, avec une proportion de 91,2%. Cependant
I’abondance de cette espéce a la premiére période de 1’étude était significativement supérieure
que pendant la seconde période (P<0,0001). A. coluzzii n’a été identifiée qu’aprés le LTCB a
une proportion de 8,8%.

A Simbock, le ratio A. gambiae s.s. / A. coluzzii n’a pas significativement varié entre les
deux périodes de 1’étude ; ce ratio a été de 8,2/91,8 avant le LTIU contre 14,2/85,8 pendant le
processus d’urbanisation.

A Olama, A. gambiae s.s. qui a été identifiée pendant la premiére période de 1’étude a
une proportion de 40% a été la seule espece identifiée pendant la seconde période (P=0,002),

tandis qu’A. coluzzii a été seulement identifiee pendant la premiére période a 60%
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Tableau VII1 : Distribution d’A. gambiae s.s. et A. coluzzii a Simbock, Nyabessan et Olama

Site Nyabessan Simbock Olama

Période 2000-2006 2014 -2016 Valeur de P 2000-2006  2014-2016  Valeur de P 2000-2006 2014-2016 Valeur P
A. gambiae s.s. 190 (100) 326(91,2) < 0,0001 52 (8,2) 10 (14,2) 0,55 18 (40) 10 (100) 0,002

A. coluzzii 0 32(8,8) ND 585(91,8) 58(85,8) 0,12 27 (60) 0 ND
Total 190 358 637 68 45 10

() : pourcentage par rapport a I’effectif total valeur P : signification a 5%
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I11-1-2. Parameétres de la transmission du paludisme

111-1-2-1. Agressivité moyenne des anophéles

La figure 19 présente les taux moyens d’agressivité des espéces d’anophéles capturés a
Nyabessan, Simbock et Olama pendant les périodes rétrospective et prospective.

A Nyabessan, 1’agressivité moyenne globale a été baissée de 70,5 p/h/n entre 2000-
2006, a 42,6 p/h/n entre 2014-2016. Anopheles ovengensis et A. moucheti étaient les especes
les plus agressives tout au long de 1’étude avec respectivement 37,5p/h/n et 27,4 p/h/n avant le
LTCB, contre 11,6p/h/n et 14,5p/h/n aprés le LTCB. A. paludis qui a présenté une agressivité
inférieure a 1 p/h/n avant le LTCB a été retrouvée avec 9,3p/h/n apres le début des travaux
(P=0,003). Anopheles gambiae s.I. a montré une agressivité moyenne variant de 3,6 a 6,3 p/h/n
avant et aprés le LTCB cependant, cette variation n’était pas significative (Figure 19). Les
especes A. marshalli, et A. ziemanni ont présenté chacune une agressivité inférieure a 2 p/h/n
au cours des deux périodes de I’étude.

A Simbock, 1’agressivité moyenne pour toutes les espéces a baissé de 16,6 p/h/n entre
2000-2006 a 2,4 p/h/n entre 2014-2016. Anopheles moucheti qui était 1’espéce la plus agressive
avant le PU (8,1 p/h/n) a présenté une agressivité nulle pendant le PU. Les espéces A. gambiae
s.l. et A. funestus ont présenté des agressivités moyennes de 2 p/h/n et 4 p/h/n respectivement
avant le PU ; elles ont été les seules especes agressives pendant le PU, cependant avec des
agressivités faibles de 1,6 p/h/n et 0,7 p/h/n respectivement. Les espéces A. nili, A. paludis, A.
hancocki, A. namibiensis et A. ziemanni qui présentaient déja des agressivités faibles (de 2 a
moins d’1 p/h/n) avant le PU, n’ont pas été retrouvées pendant le PU (0 p/h/n).

A Olama, I’agressivité moyenne enregistrée pour toutes les especes a également baissée
de 73,5 p/h/n entre 2000-2006 a 25,4 p/h/n entre 2014 et 2016. A. moucheti était 1’espece la
plus agressive avec 72 p/h/n et 22,6 p/h/n pendant les périodes rétrospective et prospective
respectivement (p<0,05). L’agressivité d’A. ziemanni a vari¢ de moins d’1 p/h/n a 2,3 p/h/n
pendant la seconde période de I’é¢tude. L’agressivité des espéces A. gambiae s.l., A. nili, A.
paludis, et A. marshalli est restée la méme que ce soit pendant 1’une ou I’autre période d’étude,

avec une agressivité inférieure a 1 p/h/n.
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Figure 19: Taux moyens d’agressivité des principales espéces d’anopheles a Nyabessan,

Simbock et Olama
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I11-1-2-2 Agressivité a I’intérieur et a I’extérieur des habitations (endophagie/exophagie)
Les taux d’agressivité des différentes especes a I’intérieur et a I’extérieur des habitations
ont varié d’une période de 1’étude a une autre. Une tendance exophage a été enregistrée pendant
la premicre période de 1’étude a Nyabessan, et une tendance endophage pendant la méme
période a Simbock et Olama. Pendant la seconde période de I’étude, le comportement phagique
était quasi similaire a I’intérieur et a I’extérieur des habitations dans les trois sites d’étude. Les
variations des taux d’agressivité en fonction de la position de capture (intérieur/extérieur des
habitations) sont consignées dans les tableaux IX (Nyabessan), X (Simbock) et XI (Olama).

e Nyabessan

Entre 2000-2006, 800 anopheéles ont été capturés par 31 hommes-nuit a I’intérieur et
2620 par 22 hommes-nuit a D’extéricur des habitations. L’agressivité moyenne a été
remarquablement faible a I’intérieur par rapport a 1’extérieur des habitations, soit 25,8p/h/n et
119,1 p/h/n respectivement. Les principales especes notamment A. ovengensis, A. moucheti et
A. gambiae ont présenté une tendance majoritairement exophage, avec des agressivités de 72,3
p/h/n contre 9,6 p/h/n, 38,6 p/h/n contre 14,5 p/h/n et 3,9 p/h/n contre 1,6 p/h/n a I’extérieur et
a I’intérieur des habitations respectivement. Cependant, les différentes variations d’agressivité
entre ’intérieur et I’extérieur des habitations n’étaient pas significatives (p>0,05) (Tableau 1X).

Entre 2014-2016, 1084 moustiques ont été collectés a I’intérieur contre 1094 a
I’extérieur des habitations par 28 hommes-nuit. L’agressivité moyenne a été quasi similaire a
Iintérieur et a ’extérieur des habitations, soit 38,7 p/h/n et 39,1 p/h/n a intérieur et a
I’extérieur respectivement. Les espéces A. moucheti et gambiae s.l., ont présenté une tendance
exophage non significative, comme a la premiere période de 1’étude : 14p/h/n et 6,3p/h/n contre
12,8p/h/n et 4,6p/h/n a I’extérieur et a I’intérieur respectivement (Tableau 1X). L’espéce A.
ovengensis a présenté une agressivité quasi similaire a I’extérieur et a I’intérieur des habitations
soit 11,1p/h/n et 10p/h/n respectivement tandis qu’A. paludis a montré une tendance
majoritairement endophage avec 11 p/h/n a l’intérieur contre 7,2 p/h/n a I’extérieur des
habitations.

Les 3 espéces majoritaires pendant toute 1’étude & Nyabessan, notamment A. ovengensis,
A. moucheti et A. gambiae ont montré une tendance plus marquée a 1’exophagie avant la

construction du barrage, par rapport a la période d’apres la construction du barrage. Par ailleurs,
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A. paludis a montré une aptitude d’agressivité aussi bien a I’intérieur qu’a I’extérieur des
habitations, apres la construction du barrage. Néanmoins, les différences observées dans les
tendances a I’exophagie et a I’endophagie des différents vecteurs entre les deux périodes de

1’étude n’étaient pas significatives (p>0,05) (Tableau IX).

Tableau IX : Variations de ’agressivité (nombre de pigdres/homme/nuit) des especes a

I’intérieur et a I’extérieur des habitations entre les deux périodes de 1’étude a Nyabessan

2000-2006 2014-2016
Intérieur Extérieur  Valeur de P Intérieur  Extérieur Valeur de P
A. gambiae s.l. 1,6 (49) 3,9 (87) 0,32 4,6 (128) 6,3(178) 0,53
A. moucheti 14,5 (450) 38,6 (849) 0,28 12,8 (359) 14(386) 0,88
A. ovengensis 9,6 (298) 72,3 (1590) 0,06 10 (275) 11,1(312) 0,93
A. paludis 0,03 (1) 0,1(3) 0,11 11,4 (320) 7,2(201) 0,69
A. marshalli 0,1(2) 4,1 (91) ND 0 0 ND
A. ziemanni 0 0 ND 0,1(2) 0,3(9) ND
A. coustani 0 0 ND 0 0,2 (7) ND
A. obscurus 0 0 ND 0 0,03 (1) ND
Total 25,8 p/h/in 1191 p/h/n 38,7p/h/in 39,1 p/h/n
(800) (2620) (1084) (1094)

() : efffectif pour chaque espece  ND : non déteminé Valeur de P : seuil de signification a
5%

e Simbock

Entre 2000-2006, 1288 anopheles ont été capturés par 159 hommes-nuit a ’intérieur et 1452
par 157 hommes-nuit a 1’extérieur des habitations. Les anophéles ont présenté une agressivité
deux fois plus élevée a I’intérieur (22,5 p/h/n) par rapport a I’extérieur (9,2 p/h/n) des
habitations. Les espéces A. moucheti, A. funestus, A. nili, et A. gambiae ont présenté des
agressivités a ’intérieur de 11,1 p/h/n, 5,7 p/h/n, 3,2 p/h/n et 2,4p/h/n respectivement contre
4,7p/h/n, 2,2p/h/n, 1,1p/hin, et 1,1p/h/n a I’extérieur. Toutefois, cette tendance a I’endophagie
n’a pas été significative (P>0,1) (Tableau X).

Entre 2014-2016, 56 anopheles ont été collectés a I'intérieur et 45 a ’extérieur des

habitations par 21 hommes-nuit. L’agressivité a I’intérieur et a I’extérieur des habitations n’a
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pas été significativement différente (P>0,4), soit 2p/h/n. Seules les espéces A. gambiae s.l. et
A. funestus ont présenté une agressivité a la fois a I’intéricur et a ’extérieur des habitations ;
celle-ci était inférieure a 2p/h/n.

Les deux especes agressives qui étaient présentes a Simbock aussi bien avant que
pendant le processus d’urbanisation a Simbock, notamment A. funestus, et A. gambiae s.l.
¢étaient aussi bien endophages qu’exophages quelle que soit la période d’étude (avant et pendant

le PU) (Tableau X).

Tableau X : Variations de 1’agressivité (hnombre de piglres/homme/nuit) des especes a

I’intérieur et a I’extérieur des habitations pendant les deux périodes de 1’étude a Simbock

Especes 2000-2006 2014-2016
Intérieur Extérieur Valeur de P Intérieur  Extérieur Valeur P
A. moucheti 11,1 (1764) 4,7 (748) 0,41 0 0 ND
A. funestus 5,7 (906) 2,2 (343) 0,13 1(21) 0,5 (11) 0,50
A. gambiaes.l. 2,4 (379) 1,1(167) 0,52 1,6 (35) 1,6 (33) 0,43
A. nili 3,2 (512) 1,1(176) 0,71 0 0 ND
Total 22,5 p/h/in 9,2 p/h/n 2,6 p/hin 21 p/hin
(1288) (1452) (56) (45)

() : efffectif collecté pour chaque espéce  ND : non disponible disponible  Valeur P : seuil

de signification a 5%

e Olama
Entre 2000-2006, 3772 anopheles ont été capturés par 38 hommes-nuit a 1’intérieur et
1430 anophéles par 32 hommes-nuit a 1’extérieur des habitations. Les anophéles ont présentée
une forte tendance a 1’endophagie avec une agressivité moyenne de 99,2 p/h/n a ’intérieur
contre 44,7 p/h/n a I’extérieur. L’espéce principale A. moucheti a été responsable de la quasi-
totalité des piqUres aussi bien a I’intérieur qu’a I’extérieur des habitations, soit 96,3 p/h/n et 43
p/h/n respectivement, avec une différence significative entre les deux positions (P=0,008). Les

especes moins agressives notamment A. gambiae s.l., A. nili, A. marshalli et A. ziemanni ont
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présenté une agressivité inférieure ou égale a 1p/h/n que ce soit a I’intérieur ou a I’extérieur des
habitations. (Tableau XI).

Entre 2014-2016, 428 anoph¢les ont été collectés a I’intérieur et 494 a I’extérieur des
habitations par 18 hommes-nuit. Le taux d’agressivité enregistré a varié de 23,7 p/h/n a 27,4
p/h/n a Dintérieur et a D’extérieur respectivement. L’espéce A. moucheti, précédemment
endophage a présenté une aptitude a piquer aussi bien a I’extérieur qu’a ’intérieur des
habitations avec une agressivité ~ 23 p/h/n (p=0,3). L espéce A. ziemanni a montré une tendance
a I’exophagie avec une agressivité de 4 p/h/n a I’extérieur et moins d’1 p/h/n a I’intérieur des
habitations bien que cette différence ne soit pas significative (p=0,4). Les espéces A. gambiae
s.l., A. nili, et A. marshalli ont une fois de plus présenté une agressivité inférieure a 1 p/h/n aussi

bien a I’extérieur qu’a I’intérieur des habitations (Tableau XI).

Tableau XI : Variations de I’agressivité des espéces a I’intérieur et a 1’extérieur des

habitations entre les deux périodes de 1’étude a Olama

Especes 2000-2006 2014-2016
Intérieur Extérieur  Valeur de P Intérieur  Extérieur Valeur de P
A. moucheti 96,3 (3662) 43 (1375) 0,008 22,2 (400) 23(414) 0,34
A. nili 0,3 (10) 0,1 (5) 0,70 0 0,05 (1) ND
A. gambiaes.l. 1,2 (45) 0,4 (13) 0,51 0,3 (5) 0,3 (5) 1
A. ziemanni 0,1 (5) 0,1(2) 1 0,6 (18) 4 (72) 0,41
A. marshalli 0,2 (9) 0,1(3) 0,51 0,1(3) 0 ND
Total 99,2 p/hin 44,7 p/hin 23,7 p/hin 27,4 p/h/n
(3772) (1430) (428) (494)
() : efffectif collecté pour chaque espéce ND : non disponible Valeur P : seuil de

signification a 5%.

111-1-2-3. Agressivité horaire des principales espéces d’anopheéles
La figure 20 présente les différentes variations horaires de 1’agressivité des espéces en

fonction des périodes de I’étude a Nyabessan, Simbock et Olama.
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¢ Nyabessan

L’agressivité horaire des principales espeéces d’anopheles collectés a Nyabessan
notamment A. moucheti et A. ovengensis a significativement diminué entre la premiére période
de I’étude et la seconde période. La courbe de pigdres de I’espece A. moucheti a présenté la
méme allure avant le LTCB et pendant les travaux cependant avec des pics différents d’une
période a une autre. En effet, I’activité de piqres était croissante au cours de la premiére partie
de la nuit et décroissante pendant la seconde partie, avec un pic entre 21 et 01h. Avantle LTCB,
le pic a éteé enregistré a 15 p/h/n entre 21h-23h a I’extérieur des habitations, tandis que pendant
les travaux, le maximum de piqtres s’étendait en un plateau autour de 6 p/h/n, entre 21h et 01h,
A Tintérieur des habitations, les pics d’agressivité ont été atteints entre 23h-01h, avec 18p/h/n
et 7 p/h/n avant et pendant les travaux de construction du barrage respectivement. L’espéce A.
ovengensis a engendré I’essentiel de 1’agressivité au cours de la premiére partie de la nuit avant
la LTCB, avec un maximum de piqdres de 19p/h/n et 10p/h/n a I’extérieur et a 1’intérieur
respectivement, pendant la tranche horaire 19h-21h. Pendant les travaux de construction du
barrage, le pic de pigres a été atteint entre 23h-01h a I’extérieur avec 6 p/h/n tandis qu’a
I’intérieur, 1’agressivité a évolué en un plateau en dessous de 3p/h/n toute la nuit.

Pendant les deux périodes de 1’étude, A. gambiae s.l. a présenté une activité agressive
croissante entre 19h et 23h, puis elle s’est stabilisée entre 23h et 05h avec un taux de piqdres
<3p/h/n, ceci a I’intérieur et a I’extérieur des habitations.

Anopheles paludis dont I’agressivité était inférieure a 1p/h/n avant le LTCB, a présentée
pendant les travaux, une activité agressive évoluant sous forme de plateau. Le taux de pigQres
était inférieur ou égal a 3p/h/n a I’extérieur tandis qu’a I’intérieur, il a évolué graduellement

pour atteindre un pic de 9p/h/n entre 3h-5h.

e Simbock

Pendant les deux périodes de 1’étude, ’agressivité horaire des anophéles capturés a
Simbock est restée faible, c’est-a-dire inférieure ou égale a 5p/h/n mais avec d’importantes
variations horaires.

Avant ’urbanisation, la courbe d’agressivité d’A. moucheti et A. nili a I’intérieur des
habitations, a augmenteé réguliérement jusqu’a la tranche horaire 23h-01h a laquelle elle a atteint
un pic de 5 p/h/n et 4 p/h/n pour A. moucheti et A. nili respectivement. A I’extérieur, A. moucheti
a atteint un pic de 3 p/h/n a la méme tranche horaire 23h-01h ; tandis qu’A. nili a présenté une
agressivité horaire évoluant sous forme de plateau avec des taux d’agressivité inférieurs a

2p/h/n toute la nuit. Anopheles gambiae et A. funestus qui étaient les seules espéces agressives
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aussi bien avant que pendant le processus d’urbanisation (PU), ont présenté pendant toute
I’étude, des agressivités horaires inférieures ou égales a 3p/h/n. I’espéce A. gambiae s.l. a
présenté a I’extérieur des habitations, une agressivité horaire évoluant en un plateau de 2p/h/n
et en dessous de 1p/h/n avant et pendant le processus d’urbanisation respectivement. A
I’intérieur, la courbe d’agressivité horaire a présenté un pic de 2p/h/n avant le PU et a évolué
en un plateau situé a moins d’1p/h/n pendant le PU. Anopheles funestus a montré a I’extérieur
des habitations une activité de piqire évoluant en un plateau de moins d’1 p/h/n aussi bien avant
que pendant le PU ; tandis qu’a ’intérieur, elle a atteint un pic de 3p/h/n et 1p/h/n avant et

pendant le PU respectivement.

e Olama

L’agressivité a été essentiellement assurée par A. moucheti aussi bien pendant la
premiére que la seconde période de I’étude, cependant avec une activite significativement plus
importante pendant la premiére période. Entre 2000-2006, les courbes d’agressivité horaire ont
augmenté de maniere réguliere a partir de 19h-21h jusqu’a atteindre le niveau maximal de
13p/h/n entre 01h-03h et 24p/h/n entre 23h-01h a ’extérieur et a I’intérieur respectivement.
Aprés le pic, I’agressivité a diminué et s’est stabilisée au petit matin a 10 p/h/n et a 17p/h/n, a
I’extérieur et a I’intérieur des habitations respectivement. Entre 2014-2016, 1’agressivité horaire
a augmenté progressivement toute la nuit pour se stabiliser au petit matin a 7p/h/n a I’extérieur

et a 4p/h/n a I’intérieur des habitations.

La fonction ANOVA a été utilisée pour tester I’hypothése nulle selon laquelle il n’y a pas
de différence de taux de piqtre en fonction des variables périodes d’étude, site, especes, heures
et position (intérieur/extérieur) (Tableau XII).

L’agressivité horaire a montré des fluctuations significativement différentes pour les
variables site, position, heure et période de capture, seules ou associées. Que ce soit a
Nyabessan, Simbock ou Olama, les variations d’agressivité horaire observées de maniere
globale entre les différentes especes pendant les deux périodes de I’étude, étaient significatives.

Cependant, les taux d’’agressivité horaire n’ont pas significativement varié en fonction
de la position intérieur/extérieur des habitations (P= 0,13), ainsi qu’en fonction des variables
associées période et site de 1’é¢tude d’une part (P=0,11), et période et heure de capture d’autre

part (P=0,19).
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Figure 20: Cycles horaires d’agressivité des principaux vecteurs du paludisme a Nyabessan,

Simbock et Olama.
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Tableau XI1: Comparaison des agressivités en fonction des variables période, site, especes,

position (intérieur ou extérieur), heure de piqdre et leurs différentes interactions (ANOVA).

Variable Somme DI valeurdeF P(GF)

des carrés
Période 568,40 1 82,79 <0,0001 ***
Site 834,46 2 60,77 <0,0001 ***
Espéces 400,90 5 11,68 <0,0001 ***
Position 15,26 1 2,22 0,13
Heure 197,30 4 7,18 <0,0001 ***
Période: Site 29,32 2 2,13 0,11
Période: Espéces 310,43 3 15,07 <0,0001 ***
Site: Espéces 403,89 1 58,83 <0,0001 ***
Période: Position 52,26 1 7,61 0,0061 **
Site: Position 42,14 2 3,06 0,04 *
Especes: Position 106,92 5 3,11 0,0092 **
Période: Heure 4212 4 1,53 0,19
Site: Heure 247,94 8 4,51 <0,0001 ***
Période: Site: Position 155,50 2 11,32 <0,0001 ***
Période: Site:Heure 301,06 8 5,48 <0,0001 ***

DI : degré de liberté Valeur F : Valeur de la statistique F pour chaque coefficient P : Valeur de

P pour le test-F du model. Degré de signification a 5%.

I11-1-2-4. Taux d’infection plasmodiale des anophéles

La technique ELISA CSP a été utilisée pour détecter les moustiques infectés par
P. falciparum. Un total de 13977 anophéles a été analyse pendant toute I’étude, dont 5159 a
Nyabessan, 3619 a Simbock, et 5199 a Olama. Les taux moyens d’infection des échantillons
d’anopheles collectés a Nyabessan, Simbock et Olama sont représentes a la figure 21. Les
variations des indices circum sporozoitiques en fonction de la position de capture des anopheles

(intérieur/extérieur des habitations) sont consignées dans le tableau XIII.
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Figure 21. Taux d’infection des anopheles collectés & Nyabessan, Simbock et Olama pendant
les deux périodes de 1’étude (2000-2006 et 2014-2016).

A. fu: Anopheles funestus ; A. ga: Anopheles gambiae s.I.; A. ms: Anopheles marshallii;
A. mo: Anopheles moucheti; A. ov: Anopheles ovengensis A. ni: A. nili; A. pa: 83

Anopheles paludis; A. zi: Anopheles ziemanni.



Tableau XI11: Variations des indices circum sporozoitiques (ICS) a I’intérieur et a I’extérieur des habitations a Nyabessan, Simbock et Olama

Site d’étude Especes 2000-2006 2014-2016
Intérieur Extérieur Valeur P Intérieur Extérieur Valeur P
N ICS N ICS N ICS N ICS

A. gambiaes.l. 49 14,2 87 0 0,30 128 54 178 28 0,85

Nyabessan A. moucheti 450 15 849 1,9 0,48 3% 11 386 07 0,88
A. ovengensis 298 1,1 1590 05 0,95 275 0 312 03 0,77

A. paludis 1 0 3 0 ND 320 2,1 201 34 2,7

A.marshalli 2 0 88 11 ND 0 0 0 0 ND

A. moucheti 1764 1,3 748 2,2 0,40 0 0 0 0 ND

Simbock A. funestus 906 2,4 343 4,7 0,21 210 11 0 ND
A. gambiae s.1. 379 3,6 167 39 0,48 35 0 33 30 035

A. nili 512 2,0 176 1,8 0,36 0 0 0 0 ND

A. moucheti 3662 2 1375 2,2 0,42 400 15 414 1,9 0,07

A. gambiae s.l. 45 0 13 154 0,17 5 0 5 0 ND

Olama

A. ziemanni 5 0 2 0 ND 18 0 72 1,3 0,42

A. marshalli 9 0 3 333 0,42 3 0 0 0 ND

N : effectif, ICS : Indice Circum Sporizoitique en pourcentage, ND : non disponible Valeur P : seuil de signification a 5%.
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¢ Nyabessan

Entre 2000-2006, 2983 anopheéles femelles ont été testées, avec un taux d’infection de
1,24%, contre 2176 anopheles testés entre 2014-2016 avec un taux d’infection de 1,6%. Quatre
espéces ont été retrouveées infectées par P. falciparum avant et aprés le LTCB, parmi lesquelles
A. gambiaes.l., A. moucheti et A. ovengensis infectés quel que soit la période de 1’étude, A.
marshalli uniqguement avant le LTCB et A. paludis uniquement apres le LTCB. L’espéce A.
gambiae s.l. a présenté I’indice circum sporozoitique (ICS) le plus élevé pendant les deux
périodes de I’étude, cependant avec une variation de 5,1% avant le LTCB a 4% apres le LTCB.
Les espéces A. moucheti et A. ovengensis ont présenté une baisse de I’ICS (indice circum
sporozoitique) ; leurs taux d’infection respectifs ont été de 1,78%, et 0,6% avant le LTCB,
contre 0,85%, et 0,15% apres le LTCB. L’espéce A. marshalli a présenté un taux d’infection
de 1,1% avant le LTCB, tandis que A. paludis a présenté un ICS de 2,67% apres le LTCB.
(Figure 21).

Avant le LTCB, la variation de I’ICS a I’intérieur des habitations (ICS=2,25%, N=701)
et a Iextérieur (ICS= 0,92%, N= 2273) n’¢était pas significative (P>0,2) (Tableau XIII).
L’espéce A. gambiae s.1. a présenté un 1ICSde 14,2% a I’intérieur des habitations, et un ICS nul
a ’extérieur. L’espeéce A. moucheti a présenté une augmentation de I’ICS de I’intérieur (1,5%)
vers 1’extérieur des habitations (1,9%), tandis qu’A. ovengensis a présenté un ICS plus faible a
I’extérieur (0,5%) par rapport a I’intérieur des habitations (1,1%). Cependant, ces variations
n’étaient pas significatives (P>0,05). L’espéce A. marshalli n’a été retrouvée infectée qu’a
I’extérieur des habitations, avec I’ICS de 1,1%.

De méme, apres le LTCB, les ICS des échantillons d’anopheles collectés a 1’intérieur
(N=1082, ICS=1,6%) n’étaient pas significativement différents de ceux collectés a I’extérieur
(N=1094, ICS=1,5%) (P>0,7). Les espéces A. gambiae s.I. et A. moucheti ont présenté des ICS
diminuant de I’intéreur (5,4% et 1,1% respectivement) vers I’extérieur des habitations (2,8% et
0,7% respectivement). L’espéce A. paludis a présenté les ICS de 2,1% et 3,4% a I’intérieur et a
I’extérieur des habitations respectivement. L’espéce A. ovengensis a été retrouvée infectee par

P. falciparum uniquement a 1’extérieur des habitations, avec un ICS de 0,3%.

e Simbock
Le taux d’infection des anophéles a varié de 2,1% (N= 3518 anophéles testés) entre
2000-2006 avant I’'urbanisation, a 1% (N= 101 anopheéles testés) entre 2014-2016 pendant le
processus d’urbanisation (PU). Quatre especes d’anophéles ont été retrouvées infectées par P.

falciparum avant I’urbanisation notamment, A. moucheti (ICS=1,56%), A. funestus (ICS=3%),
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A. gambiae (ICS= 4%) et A. nili (ICS= 1,54%) tandis que seule 1’espéce A. gambiae s.I. a été
trouvée infectée pendant le PU (1ICS=1,47%) (Figure 21).

Avant le PU, les espéces A. gambiae, A. funestus et A. moucheti ont présenté des ICS
plus élevés a I’extérieur qu’a I’intérieur des habitations tandis qu’A. nili a montré un ICS
diminuant de ’intérieur (2%) vers I’extérieur (1,4%). Cependant ces variations n’étaient pas
significatives (tableau XIII).

Pendant le PU, A. gambiae s.l. a été retrouvé infecté par P. falciparum uniquement a

P’extérieur des habitations avec un ICS de 3%.

e Olama

Un total de (5199) moustiques ont été analyses pour la recherche de P. falciparum, dont
4284 entre 2000-2006 pendant la premiere période et 915 entre 2014-2016 pendant la seconde
période de I’étude. Les taux d’infection de 2,05 et 1,6 ont été obtenus pendant la premiére et la
seconde période de I’étude respectivement.

Trois especes ont été retrouvées infectées pendant la premiere période de 1’étude,
notamment A. moucheti (ICS = 2,02%), A. gambiae s.I (ICS= 7,69%) et A. marshalli (ICS=
12,5%) ; tandis que deux espéces ont été retrouvées infectées pendant la seconde période de
1’étude notamment A. moucheti (ICS= 1,5%) et A. ziemanni (ICS=0,3%) (Figure 21).

Pendant la premiére période de 1’étude, le taux d’infection des anophéles a varié de 1,9%
al’intérieur des habitations (N=2865 anopheles analysés), a 2,3% a I’extérieur (N=1419
anopheles analysés). A. moucheti était la seule espéce infectée par P. falciparum a la fois a
I’intérieur et a ’extérieur des habitations, avec un ICS de 2% quelque soit la position (intérieur
et extérieur). Les espéces A. gambiae s.l. et A. marshalli ont été retrouvées infectées par P.
falciparum uniquement a 1’extérieur, avec des ICS de 15,4% et 33,3% respectivement.

Pendant la seconde période de 1’étude, 1’espéce A. moucheti a également présenté des
ICS quasi similaire a Uintérieur et a D’extérieur des habitations, soit 1,5% et
1,9% respectivement (Tableau XIII). L espéce A. ziemanni a été retrouvée infectée uniquement
a ’extérieur avec un ICS de 1,3%.

Le tableau XIV présente les comparaisons des taux d’infection en fonction des
différentes variables, effectuées a partir du test ANOVA. En considérant 1’ensemble des
données des trois sites d’étude, le test ANOVA a montré que de manicre globale, les différences
de taux d’infection par P. falciparum observées entre les deux périodes de 1’étude (i.e. I’'ICS
plus élevé pendant la construction du barrage par rapport a la période de LTCB a Nyabessan,

I’ICS deux fois plus élevé avant I’urbanisation par rapport a la période pendant le PU a Simbock
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et ’ICS plus élevé pendant la premiere période par rapport a la seconde période de 1’étude a
Olama), étaient significatives (P= 0,01) (Tableau XIV). De méme, les différences de taux
d’infestation entre les espéces i.e la hausse de I’'ICS d’A. gambiae s.1. et la baisse de I’ICS d’A.
moucheti et A. ovengensis pendant la seconde période par rapport a la premiére période de
I’étude étaient significative (p= 0,02). Cependant, la variation du taux d’infection plasmodiale

entre les trois sites d’étude n’était pas significative (P= 0,5) (Tableau XIV).

Tableau X1V : Comparaison des taux d’infection en fonction des périodes, des espéces, du site

de capture et leurs différentes interactions (ANOVA).

Variable Somtne des DI Valeurde F  Pv(>F)
carrés

Période 31.29 1 6.68 0.01*
Espéces 117.78 7 3.59 0.001 **
Site 6.54 2 0.69 0.50
Période: Espéces 40.50 7 1.23 0.29
Période: Site 1.39 2 0.14 0.86
Espéces: Site 26.90 10 0.57 0.82
Période:Espéces:Site 21.06 9 0.50 0.87

DI : degré de liberté Valeur F : Valeur de la statistique F pour chaque coefficient Pv : Valeur-P

pour le test-F du model. Degré de signification a 5%.
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111-1-2-5. Taux d’inoculation entomologique (TIE) des anophéles

La distribution des taux d’inoculation entomologique (TIE) par espéce, par période et par site
d’étude est présentée a la figure 22. Les variations des TIE en fonction des lieux de capture

des anophéles (intérieur/extérieur des habitations) sont consignées dans le tableau XIV.

¢ Nyabessan

Pendant la premiere période de 1’étude, le taux d’inoculation entomologique global a
été de 0,87 piqlres infectantes par homme par nuit (pi/h/n) contre 0,68 pi/h/n lors de la
deuxiéme période de I’étude. Les especes A. gambiae s.l., A. moucheti et A. ovengensis ont
été impliquées dans la transmission de P. falciparum aussi bien pendant la premiere que
pendant la seconde période de 1’étude, avec des TIE de 0,18 pi/h/n, 0,48 pi/h/n et 0,22 pi/h/n
contre 0,24 pi/h/n, 0,12 pi/h/n et 0,01 pi/h/n respectivement (Figure 22). L’espece A. gambiae
s.l. était uniquement impliquée dans la transmission plasmodiale a I’intérieur des habitations
avant le LTCB avec un TIE de 0,2 pi/h/n, tandis qu’apres le LTCB, cette espéce a présenté un
TIE aussi bien a lintérieur (0,1pi/h/n) qu’a I’extérieur (0,2 pi/h/n) des habitations.
Inverseement, avant le LTCB, I’espece A. ovengensis a été impliqué dans la transmission
plasmodiale a I’extérieur (0,3 pi/h/n) et a ’intérieur (0,1 pi/h/n) des habitations ; cependant,
apres le LTCB, son TIE a diminué de 0,03 pi/h/n a I’extérieur et était nul a ’intérieur des
habitations. L’espece A. moucheti quant a elle a présenté un TIE plus élevé a I’extérieur (0,7
pi/h/n) qu’a I’intérieur des habitations (0,2 pi/h/n) avant le LTCB ; ce TIE a diminué aprés le
LTCB a 0,1 pi/h/n aussi bien a I’intérieur et a I’extérieur des habitations. L ’espece A. paludis
a été impliquée dans la transmission de P. falciparum seulement aprés le LTCB, avec un TIE
de 0,2 pi/h/n a P’intérieur et a I’extérieur des habitations. Toutes les variations de TIE a

I’intérieur et a I’extérieur des habitations n’¢€taient pas significatives (Tableau XV).

Simbock

Avant le processus d’urbanisation, la transmission de Plasmodium a été estimée a 0,34
pi/h/n pour toutes les espéces d’anoph¢les collectées. Cette transmission était assuree par
quatre espéces d’anophéles, notamment A. moucheti (0,12 pi/h/n), A. funestus (0,11 pi/h/n),
A. gambiae s.I (0,07 pi/h/n) et A. nili (0,03 pi/h/n) (Figure 22). Ces especes ont montré une
implication dans la transmission plasmodiale aussi bien a I’intérieur qu’a I’extérieur des
habitations, avec des TIE variant de 0,01 pi/h/n a 0,1 pi/h/n.
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Pendant le PU, le TIE global a été de 0,02 pi/h/n ; I’espéce A. gambiae s.l. était la seule
impliquée dans la transmission plasmodiale pendant le PU, et uniquement a 1’extérieur avec

un TIE de 0,04 pi/h/n.

111-1-2-5-3. Olama

La transmission du Plasmodium pendant la premiere période de 1’étude a été supérieure a celle
observée lors de la seconde période de 1’étude avec un TIE de 1,5 pi/h/n contre 0,4 pi/h/n.
L’essentiel de la transmission a €té assurée par A. moucheti avec des TIE de 1,45 pi/h/n et 0,38
pi/h/n pendant la premiere et la seconde période de I’étude respectivement. La diminution du
taux d’inoculation entomologique observée avec A. moucheti entre les deux périodes de 1’étude
n’a pas été significative (Figure 22).
Entre 2000-2006 A. moucheti a présenté un TIE de 1,8 pi/h/n a I’intérieur contre 1 pi/h/n
a I’extérieur. Cependant entre 2014-2016, cette espece a présenté a I’intérieur et a I’extérieur
des habitations, un TIE de 0,3 et 0,4 pi/h/n respectivement. L’espéce A. gambiae s.l. a joué un
role dans la transmisssion uniquement a I’extérieur des habitations pendant les deux périodes
del’étude, avec un TIE de 0,06pi/h/n entre 2000-2006 et 0,1 pi/h/n entre 2014-2016. L’espéce
A. ziemanni a été impliquée dans la transmission entre 2014-2016 a I’extérieur uniquement,
avec un TIE de 0,05 pi/h/n.

Le tableau XV présente la comparaison des taux d’inoculation entomologique (TIE) en
fonction des différentes variables, effectuée a partir du test ANOVA. Contrairement aux taux
d’infection ou nous avons observé des différences significatives entre les especes vectrices et
les périodes d’¢étude, les variations des TIE en fonction des périodes et des especes n’étaient

pas significatives (p>0,08) (tableau XV).
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Tableau XV: Comparaison des Taux d’Inoculation Entomologique en fonction de la période
(rétrospective et prospective), des espéces, du site et leurs différentes interactions.

Variable Somfne des DI valeur F Pv(>F)
carres
Période 22.11 1 3.06 0.08
Espéces 65.58 7 1.30 0.26
Site 9.71 2 0.67 0.51
Période: Espéces 51.34 7 1.01 0.42
Période: Site 16.86 2 1.17 0.31
Espéces: Site 30.16 7 0.59 0.75
Période:Espéces:Site 12.68 2 0.88 0.42

DI : degré de liberté Valeur F : Valeur de la statistique F pour chaque coefficient Pv : Valeur-

P pour le test-F du model. Degré de signification a 5%.
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Figure 22 : Taux d’inoculation entomologique (TIE) des espéces d’anophéles

collectées a Nyabessan, Simbock et Olama pendant les deux périodes de 1’étude

(2000-2006 et 2014-2016)

A. fu: Anopheles funestus ; A. ga: Anopheles gambiae s.I.; A. ms: Anopheles marshallii;
A. mo: Anopheles moucheti; A. ov: Anopheles ovengensis A. ni: A. nili; A. pa:
Anopheles paludis; A. zi: Anopheles ziemanni.
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Tableau XVI : variations des TIE a I’intérieur et a I’extérieur des habitations a Nyabessan, Simbock et Olama

2000-2006 2014-2016
Intérieur Extérieur Valeur P Intérieur Extérieur Valeur P
N TIE N TIE N TIE N TIE
Nyabessan A. moucheti 450 0,2 849 0,7 0,955 359 0,1 386 0,1 0,731
A. gambiaes.l. 49 0,2 87 0 0,359 128 0,1 178 0,2 0,914
A. ovengensis 298 01 1590 0,3 0,320 275 0 312 0,03 0,457
A. paludis 1 0 3 0 ND 320 0,2 200 0,2 0,795
A. marshalli 2 0 88 0,04 ND 0 0 0 0 ND
Simbock A. moucheti 1764 0.1 748 0.1 0,342 0 0 0 0 ND
A. funestus 906 0.1 343 0.1 0,134 21 0 11 0 ND
A. gambiae 379 01 167 0.05 0,427 35 0 33 0.04 ND
A, nili 512  0.06 176  0.01 0,447 0 0 0 0 ND
Olama A. moucheti 3662 1,8 1375 1,0 0,04 400 0,3 414 04 0,074
A. gambiaes.l. 45 0 13 0,06 ND 5 0 5 0,1 ND
A. ziemanni 5 0 2 0 ND 18 0 72 0,05 0,423
A. marshalli 9 0 3 0 ND 3 0 0 0 ND

N : effectif, TIE : taux d’inoculation entomologique (nombre de piqdres infectantes par homme par nuit),

de signification a 5%

ND : non disponible, valeur P: seuil
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111-1-3. Profil de sensibilité aux insecticides

Du fait de la non disponibilité des données rétrospectives sur la sensibilité des anophéles
aux insecticides dans les sites d’étude, les données de ce volet de 1’étude sont celles collectées
uniquement pendant la période prospective. Les tests de sensibilité des anophéles aux
insecticides ont été réalisés avec les échantillons d’A. gambiae issus des collectes larvaires,
effectuées a Nyabessan, Simbock et Olama de 2014 & 2017. Les mémes tests ont été effectués
avec les moustiques de la souche sensible de référence, la souche kisumu éleveé au laboratoire
de ’OCEAC et exempte de toute résistance aux insecticides. Les insecticides utilisés sont la
deltaméthrine a 0,05% et la perméthrine a 0,75% (pyréthrinoides), le bendiocarb a 0,1%
(carbamate) et le DDT a 4% (organochloré). Les tests avec les pyréthrinoides associés au
synergiste Piperonil butoxide (PBO) ont également été effectués, pour explorer 1’implication
des oxydases comme mécanisme de résistance. Les temps de knockdown des moustiques au
contact avec les insecticides et les taux de mortalité enregistrés 24h aprés exposition sont

présentés aux tableaux XVI1I, XVIII, X1X et a la figure 22 respectivement.

1111-1-3-1. Souche sensible de référence

Au total 6 tests ont été effectués avec 600 spécimens d’A. gambiae issus de la souche
Kisumu, soit un lot de 100 anophéles testés par insecticide (80 moustiques exposes a
I’insecticide et 20 moustiques témoins).

Les taux de mortalité et les temps de knockdown enregistrés pendant les tests de
sensibilité sont consignés au tableau XVII.

La souche d’A. gambiae Kisumu a été sensible a la deltaméthrine et a la perméthrine
sans ou combinés au PBO, au DDT et au bendiocarb avec des taux de mortalité de 100%. Les
temps de knockdown pour 50% de moustiques (tkdso) étaient 8,8-9,5 minutes pour la
deltaméthrine et la perméthrine avec ou sans PBO, tandis que les temps de knock down pour
95% de moustiques (tkdes) étaient 9,2-9,7 minutes. Les tkdso et tkdes obtenus avec le DDT
étaient 19,1minutes et 31,2 minutes respectivement. Les temps de knockdown au bendiocarb
n’ont pas été évalués du fait que les doses de carbamate utilisées n’induisent pas d’effet
knockdown sur A. gambiae.

111-1-3-2. Populations naturelles d’A. gambiae s.I. de Nyabessan

Au total, 12 tests de sensibilité ont été réalisés sur 1495 femelles d’A. gambiae s.l.

collectés a Nyabessan, avec 2 a 4 insecticides par an en fonction du nombre de moustiques

collectés.
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Mortalité

Durant les trois premieres années de 2014 & 2016, les moustiques ont été résistants a la
deltaméthrine avec des taux de mortalité variant entre 46% et 63%. Pendant la derniere enquéte
en 2017, la mortalité a augmenté a 95%, traduisant une résistance probable de la population a
la deltaméthrine. Pour la perméthrine, les anopheles testés ont présenté un statut de résistance,
avec des taux de mortalité variant a la baisse soit 66% en 2015 et 31% en 2016. De plus, une
tres forte résistance au DDT a été observée en 2014, avec une mortalité de 5,8%. Une résistance
au bendiocarb a également été observee en 2014 avec une mortalité de 83,3%, mais cette
population de vecteurs a présenté une parfaite sensibilité au bendiocarb entre 2015 et 2017 avec
un taux de mortalité de 100%.

e Temps de knockdown (tkd)

La résistance a la deltaméthrine observée durant les trois premieres enquétes a été
accompagnée d’une augmentation des temps de knock-down, avec des tkdso variant entre 27 et
50 minutes, et des tkdgs toujours supérieurs a 1 heure (Tableau XVII). Le ratio de tkdso de la
deltaméthrine par rapport a la souche kisumu a varié entre 2 et 5,3. Bien que cette population
d’anophéles ait présenté un statut de résistance probable a la deltaméthrine au cours de la
derniere enquéte en 2017, le tkdso enregistré a été de 40 minutes et le tkdgs supérieur a 1heure.
Durant toute I’étude, la résistance a la perméthrine et au DDT a Nyabessan a également eté
associée a une augmentation des temps de knockdown avec des tkdso et tkdes supérieurs a 1
heure. Cette augmentation des tkd suggére fortement I’implication de la mutation kdr dans la

résistance aux pyréthrinoides et au DDT.

e Combinaison PBO+ pyréthrinoides
Un seul test a été réalisé avec le synergiste PBO du fait de la rareté des anophéles dans
ce site. En janvier 2015, la combinaison PBO+deltaméthrine a permis d’obtenir 98% de
mortalité, suggérant une reversion significative de la résistance a la deltaméthrine.
L’ association du PBO a la deltaméthrine a également entrainé une diminution de tkdso,
avec un ratio de tkdso passant de 5 pour la deltaméthrine sans PBO a 3 pour la

deltaméthrine+PBO, pour un taux de reversion de 1’effet knock-down de 40%.
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Tableau XVII : Temps de knockdown (tkd50 et tkd95) en minutes des populations d’A. gambiae s.1. collectés & Nyabessan.

Insecticide N tkdso[1C95](min) tkdgs[1C95](min) TkdsoR Statut
Deltaméthrine 100 9,5[8,4-10,8] 17,3[15,7-19,4] - S
Perméthrine 100 8,8[7,3-11,1] 14,0[12,6-17,8] - S
Souche DDT 100 19,1[17,8-21,1] 31,2[28,5-33,1] - S
Kisumu Deltaméthrine+PBO 100 9,2[7,8-10,8] 18,4[17,2-20,4] - S
Perméthrine+PBO 100 9,7[7,8-11,5] 17,2[16,1-20,6] - S
Bendiocarb 100 - - - S
Juillet 0,05% Deltaméthrine 129 44,1[42,0-46,5] >60 min 4,6 R
2014 4% DDT 136 >60 min >60 min ND R
0,1% Bendiocarb 132 - - - R
Janvier 0,05% Deltaméthrine 97 50,3[47,1-53,8] >60 min 53 R
Population 515 0,75% Perméthrine 84  >60min >60 min ND R
naturelle 0,1% Bendiocarb 110 - . i S
de 0,05%Deltaméthrine+4%PBO 102 30,5[29,2-31,7] 54,9[44,9-78,8] 40%* S
Nyabessan
Décembre 0,05% Deltaméthrine 250 27,1[24,6-29,5] >60 min 2,8 R
2016 0,75% Perméthrine 163 >60 min > 60 min ND R
0,1% Bendiocarb 143 - - - S
Décembre 0,05% Deltaméthrine 72 40,1[37,9-42,4] >60 min 4,2 RP
2017 0,1% Bendiocarb 77 - - - S

tkdso: Temps de knockdown pour 50% de la population

tkdgs: Temps de knockdown pour 95% de la population

ICgs : Intervalle de confiance a 95%

tkd soR: Ratio du

tkdso de la souche sauvage sur celui de la souche Kisumu S : Sensible R : Résistant RP : Résistance probable * : trkd, taux de reversion de I’effet knock down
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111-1-3-3. Populations naturelles d’A. gambiae s.I. de Simbock

Au total, 1182 anophéles femelles ont été utilises pour réaliser 15 tests de sensibilité ;

avec 2 a 6 insecticides par an selon les effectifs de moustiques disponibles.

e Mortalité
Les tests de sensibilité réalisés ont révélé une résistance d’A. gambiae s.l. a la
deltaméthrine (49-89% de mortalité), a la perméthrine (7-40% de mortalité) et au DDT (7-10%
de mortalité). Cependant, les échantillons de moustiques testés étaient parfaitement sensibles

au bendiocarb (100% de mortalité), quelle que soit la période de test.

e Temps de knockdown
Tout au long des quatre années d’enquétes, la résistance a la deltaméthrine a été associee
a une augmentation des temps de knockdown (tkdso et tkdes) (Tableau XVIII). Les ratios de
tkdso pour cet insecticide par rapport a ceux de la souche Kisumu étaient compris entre 4 et 5.
De méme, la résistance a la perméthrine et au DDT a été associée a un tkdso supérieur a 1 heure,

suggérant I’implication de la mutation kdr dans le phénotype de résistance observé.

e Combinaison PBO+ pyréthrinoides

En 2015, la mortalité obtenue en associant le synergiste PBO a la deltaméthrine a été
de 90%, ce qui correspond au statut de résistance probable. Ce taux de mortalité est
significativement supérieur a celui obtenu en testant la deltaméthrine seule (50%) (x?=10,4 p=
0,001). Cependant en 2016, cette population a présenté une parfaite sensibilité avec un taux de
mortalité de 100% en combinant le PBO a la deltaméthrine. Avec 1’utilisation du PBO combiné
a la perméthrine, le taux de mortalité obtenu (22,3%) n’a pas changé le statut résistant d’A.
gambiae a la perméthrine.

La préexposition des anophéles au PBO a entrainé une diminution, mais non
significative (p=0,06) du tkdso avec la deltaméthrine. Le ratio des tkdso par rapport a la souche
Kisumu a diminué de 5,7 a 3,7 en 2015 et de 5 a 3,3 en 2016. Par contre, les tkdso et les tkdgs
enregistrés avec la combinaison PBO+perméthrine sont restés supérieurs a 1 heure, ie sans
variation significative. Ces résultats montrent une réversion significative (35%) de la résistance
d’A. gambiae a la deltaméthrine a Simbock, suggérant I’'implication des oxydases comme 1’un

des mécanismes de résistance a la deltaméthrine dans cette population de moustiques. Par
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contre, la non reversion de la résistance a la perméthrine par le PBO, suggere que la mutation

kdr est le principal mecanisme de résistance a cet insecticide.

111-1-3-3. Populations naturelles d’Anopheles gambiae s.l. d’Olama

Du fait de la rareté de 1’espéce A. gambiae a Olama, seules la deltaméthrine et la
perméthrine ont été utilisés pour les tests de sensibilité. Au total, 255 anophéles femelles ont
été utilisés pour réaliser ces tests en 2016.

e Mortalité
Tout comme a Simbock et Nyabessan, la population d’A. gambiae d’Olama a montré
une résistance a la deltaméthrine et a la perméthrine avec des taux de mortalité de 71% et 45%

aux deux insecticides respectivement.

e Temps de knockdown
La résistance observée aux pyréthrinoides a été accompagnée par une augmentation du
temps de knockdown. Avec la deltaméthrine, le tkdso obtenu était de 40 minutes, ie 4 fois plus
élevé que celui de la souche kisumu. Le tkdso enregistré avec la perméthrine était supérieur a

60 minutes. (Tableau XIX). Les tkdgs étaient & chaque fois supérieurs a 60 minutes.
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Tableau XVIII : Temps de knockdown (tkd50 et tkd95) en minutes des populations d’A. gambiae s.l. collectées a Simbock

Insecticide N tkdso[ 1C95](min) tkdgs[1C95](min) TkdsoR Statut
Juillet 2014 0,05% Deltaméthrine 46 37,2[34,5-40,6] >60 min 3,9 R
4% DDT 41 >60 min >60 min ND R
Janvier 2015 0,05% Deltaméthrine 98 53,9[51,1-57,6] >60 min 5,6 R
0,75% Perméthrine 45 >60 min >60 min ND
0,1% Bendiocarb 92 - - - S
0,05%Deltaméthrine+4%PBO 84 35,0[29,7-40,5] > 60 min 35%* RP
Population naturelle
de Simbock Juin 2016 0,05% Deltaméthrine 113 47,1[42,8-54,1] >60 min 5 R
0,75% Permethrine 100 >60min >60min ND R
4% DDT 103 >60min >60min ND R
0,1% Bendiocarb 70 - - - S
0,05%Deltaméthrine+4%PBO 100 30,9[27,4-33,8] 53,3[47,2-66,0] 35%* S
0,75%Perméthrine+4%PBO 76 >60min >60min ND R
Décembre 2017 0,05% Deltaméthrine 89 58,2[54,0-64,6] >60min 6,1 R
0,75% Perméthrine 61 >60min >60min ND
0,1% Bendiocarb 64 - - - S

tkdso: Temps de knockdown pour 50% de la population
tkd 50R: Ratio du tkdso de la souche sauvage sur celui de la souche Kisumu

95%

* :trkd, taux de reversion de 1’effet knock down.

tkdes: Temps de knockdown pour 95% de la population

ICos : Intervalle de confiance a
S : Sensible R : Résistant RP : Résistance probable
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Tableau XIX: Temps de knockdown (tkdso et tkdes) en minutes des populations d’Anopheles gambiae s.I. d’Olama.

Insecticide N tkdso[1C95](min) tkdos[ 1C95](min TkdsoR Statut
)
Population 0,05% Deltaméthrine 154 40,3[37,5-43,8] >60min 4,2 R
Naturelle Décembre 2016
0,75% Perméthrine 101 >60min >60min - R
d’Olama

tkdso: Temps de knockdown de 50% de la population tkdes: Temps de knockdown de 95% de la population

ICos : Intervalle de confiance 8 95% tkd soR: Ratio du tkdso de la souche sauvage sur celui de la souche Kisumu

99



NYABESSAN

100

- 80

S

\w 60

=

£ 40

o

= 20 l

0
deltaméthrine perméthrine DDT deltaméthrine+PBO bendiocarb
Djuil-14 mjanv-15 mdéc-16 mdéc-17
SIMBOCK

100
= 80
S
‘@ 60
=
£ 40
o
= 20

0

deltaméthrine permethrlne DT deltaméthrine+PB&@méthrine+PBO bendiocarb
®juil-14 mjanv-15 mdéc-16 mdéc-17

100 OLAMA
~ 80
S
\w 60
=
g 40
o
= 20

0

DELTAMETHRINE

m déc-16

PERMETHRINE

Figure 23: Taux de mortalité des échantillons d’A. gambiae s.1. collectés a Nyabessan, Simbock
et Olama, 24 heures aprés exposition aux insecticides.
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I11-1-4. Résistance par mutation de cible : mutation kdr

Un total de 188 échantillons choisis au hasard au sein des spécimens d’A. gambiae s.1. ayant
survécus aux tests de sensibilité a eté utilisée pour la détermination des génotypes au locus kdr
par la techniqgue HOLA. Parmi ces moustiques, 69 provenaient de Nyabessan, 80 de Simbock
et 39 d’Olama. Ces échantillons ont été identifiés comme appartenant a 2 espéces du complexe
A. gambiae s.l., notamment A. gambiae et A. coluzzii. L’alléle L1014F de la mutation kdr de
I’ Afrique de 1’Ouest (L1014F, kdr-ouest), a €té retrouvé dans les trois sites d’étude tandis que
I’allele L1014S de la mutation kdr de 1’ Afrique de I’Est (L1014S, kdr-est) n’a été retrouvé qu’a
Simbock. Les fréquences génotypiques et alléliques observées a Nyabessan, Simbock et Olama

sont représentées a la figure 24.

111-1-4-1. Fréquences génotypiques et alléliques du géne « kdr » chez A. gambiae

La détection de la mutation kdr a été réalisee sur 121 moustiques identifiés comme
appartenant a I’espéce A. gambiae, dont 67 a Nyabessan, 15 a Simbock et 39 a Olama. Que ce
soit a Nyabessan, a Simbock ou a Olama, seul I’all¢le résistant L1014F de la mutation kdr de
I’Afrique de I’Ouest a été détectée chez A. gambiae, avec des fréquences alléliques élevées
variant entre 0,63 et 0,98. L’all¢le sensible L1014L a été retrouvé chez cette espece avec la
méme frequence de 0,3 & Nyabessan et & Simbock tandis qu’a Olama, il a présenté la trés faible
fréquence de 0,01. Les trois génotypes, homozygote sensible 1014L/1014L (0,05 - 0,13),
homozygote résistant 1014F/1014F (0,40 - 0,97) et hétérozygote 1014L/1014F (0,02 - 0,50)
étaient distribués dans les sous populations d’A. gambiae. Les valeurs de FIS étaient négatives
(de -0,02 a -0,34), traduisant un excés d’hétérozygotes. A Olama, aucun spécimen portant le

génotype homozygote sensible n’a été retrouvé.

111-1-4-2. Fréquences génotypiques et alléliques du géne « kdr » chez A. coluzzii

La détection de la mutation kdr a été effectuée sur 67 moustiques identifiés comme
appartenant a 1’espéce A. coluzzii, dont 2 & Nyabessan et 65 a Simbock. Cette espéce n’a pas
été identifiée a Olama. Des deux spécimens d’A. coluzzii identifiés a Nyabessan, I’'un était
homozygote résistant 1014F/1014F et 1’autre hétérozygote 1014L/1014F. A Simbock, les deux
alleles résistants de la mutation L1014F kdr- ouest de I’ Afrique de I’ouest et L1014S kdr-est de
I’ Afrique de I’Est ont été détectés chez A. coluzzii. L’all¢le résistant L1014S a été retrouvé a
une tres faible frequence (0,007) ; I’all¢le résistant L1014F a présenté une fréquence de 0,65

tandis que ’alléle sensible a présenté une fréquence de 0,33.
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Au total, 3 génotypes liés a cette mutation ont été retrouvés chez A. coluzzii, notamment
homozygote résistant L1014F/L1014F (30-50%) hétérozygote ouest L1014L/L1014F (0,50 -
0,67) et hétérozygote ouest/est L1014F/L1014S (0,15). Tout comme chez A. gambiae, les

valeurs de FIS étaient négatives (de -0,34 a -0,64), traduisant un excés d’hétérozygotes dans

cette sous population. Le génotype homozygote sensible L1014L/L1014L n’a pas été identifié

au sein de ces sous populations.
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11-2. DISCUSSION
I11-2-1. Diversité, abondance et comportement de pigUre des populations de vecteurs

Parmi les quarante especes de vecteurs du paludisme déja identifiées au Cameroun
(Hervy et al., 1998 ; Awono-Ambene et al., 2009), treize especes ont été répertoriées, parmi
lesquelles A. gambiae, A. coluzzii, A. moucheti, A. nili et A. funestus connues comme les
principaux vecteurs du paludisme dans la région forestiere équatoriale. Chaque espéce
d’anopheéle est caractérisée par ses préférences en matiére d’habitat, notamment 1’exposition au
soleil, la turbidité de I’eau et la présence de végétation, le pH ou les concentrations de nitrates
et de phosphates dans I’ecau (Van der Hoek et al., 1998). Ces conditions environnementales dans
lesquelles se développent les vecteurs sont spécifiques de chaque milieu en relation avec son
écologie. Les barrages créent de nouveaux gites de reproduction des moustiques et
augmentatent le contact homme-vecteur, du fait des changements écologiques et
démographiques. Au cours de notre étude, la richesse spécifique des vecteurs a Nyabessan a
varié de 5 espéces avant le lancement des travaux de construction du barrage a 8 especes
pendant la période de construction. Les especes A. ziemanni (également capturée dans le site
témoin), A. coustani et A. obscurus qui ont été retrouvées a Nyabessan uniquement pendant la
seconde période de I’étude, se développent habituellement au bord des cours d’eau et sont des
espéces communes de la zone forestiére équatoriale du Cameroun (Antonio-Nkondjio et al.,
2006 ; Bigoga et al., 2012). De ce fait, leur présence ne pourrait étre associée aux travaux de
construction du barrage. Anopheles moucheti et A. ovengensis étaient les espéces de vecteurs
les plus abondantes a Nyabessan durant toute 1’étude ; A. ovengensis est I'une des espéces
vectrices du paludisme appartenant au groupe A. nili. Jusqu'a présent, cette espéce n’a été
trouvée exclusivement que dans la région du sud Cameroun. Ce résultat concorde avec ceux
des études précédentes faites dans cette localité et aux alentours (Carnevale et al., 1992 ; Awono
et al., 2004 ; Antonio-Nkondjio et al., 2007). Les fluctuations au sein des populations de
vecteurs montrent une augmentation significative des densités moyennes d’A. gambiae s.. et

d’A. paludis durant la période de construction du barrage.

L'identification moléculaire de spécimens appartenant au complexe A. gambiae s.l. a
révélé que les échantillons prélevés a Nyabessan étaient composés de deux especes, a savoir A.
gambiae s.s. (76,3%) et A. coluzzii (1,43%). Les modifications de I'environnement liées a la
construction de I'habitat, provoquées par l'arrivée massive des employés du barrage a
Nyabessan, pourraient avoir créé des sites de reproduction propices a A. gambiae s.s. Cette

espece est connue pour coloniser les habitats aquatiques résultant de la construction
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d'habitations et d'activités agricoles dans les zones périurbaines d'Afrique subsaharienne (Diuk-
Wasser et al., 2007 ; Antonio-Nkondjio et al., 2005 ; Fondjo et al., 1992, Manga et al., 1992 ;
Robert et al., 1986). L’ arrivée apparemment nouvelle d'A. coluzzi a Nyabessan peut étre
associee a une anthropisation de I'environnement, ainsi que des activités humaines aléatoires et
incontrélées (Kamdem et al., 2012 ; Kudom, 2015). Anopheles paludis est une espéce
hautement anthropophile et qui préfere se reproduire dans des cours d’eau a faible débit ; les
travaux de construction du barrage ayant empéché I'écoulement naturel des eaux du fleuve, ont
converti ainsi la localité en un lieu propice a la reproduction de ce vecteur.

Une grande variation de la diversité spécifique a été observée a Simbock ou le processus
d’urbanisation a été accéléré au cours des années 2010. Dans ce site, neuf especes ont été
collectées avant le début du processus d’urbanisation, contre trois espéces collectées pendant le
processus d’urbanisation (Antonio-Nkondjio et al., 2002). De méme, les densités
anophéliennes étaient significativement plus élevées avant le processus d’urbanisation. En
effet, I’urbanisation tend a réduire la diversité et les densités specifiques anophéliennes. Des
observations similaires ont été faites au Cameroun et ailleurs (Robert et al., 2003, Antonio-
Nkondjio et al., 2005). Anopheles moucheti, espece majoritaire a Simbock avant le processus
d’urbanisation, a été remplacée par A. coluzzii durant le processus de 1’urbanisation. Anopheles
moucheti est un moustique de la forét se reproduisant dans les rivieres a faible débit, sur les
flots de végétation composés de Pistia stratiotes et de Paspallum (Mouchet et Gariou, 1966 ;
Gillies et De Meillon, 1968 ; Njan Nloga, 1993 ; Manga et al., 1995 ; Meunier et al., 1999). La
destruction de la végétation due au défrichage le long de la riviere Mefou qui traverse Simbock
et le déboisement pourraient avoir entrainé la disparition d'A. moucheti et des autres especes
telles que A. nili et A. paludis inféodées aux gites avec végétation dressée. La prédominance
d’A. coluzzii & Simbock aprés I’urbanisation est conforme aux études précédentes qui ont
montré que cette espéce est la plus abondante en zone urbaine (Tene-Fossog et al., 2015 ;
Kudom et al., 2015).

Que ce soit a Nyabessan, Simbock ou Olama, on note de maniére globale une baisse de
I’agressivité des moustiques pendant la deuxiéme période de I’étude. En effet, une
augmentation de la température de 0,4 ° C par rapport a la période 1961-1990 et une réduction
des précipitations allant de 10 a 20% ont été signalées au Cameroun (Sighomnou, 2004) ; de
tels changements de régime meétéorologique pourraient avoir une incidence sur la dynamique
et le comportement anophéliens. Pendant les deux périodes de 1’étude, les cycles d’agressivité
d’A. moucheti, A. funestus et A. gambiae, principales espéces capturées a Olama et & Simbock

ont présenté un maximum d’activité pendant la premiére partie de la nuit, avec une tendance
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endophage. Ces observations sont conformes au schéma habituel du cycle d’agressivité
nocturne des anopheles (Gillies et De Meillon, 1968) et la méme tendance a été observée
précédemment dans ces localités (Antonio-Nkondjio et al., 2005). A Nyabessan, il est apparu
que les moustiques piquaient principalement pendant la premiére partie de la nuit (pour les
espéces comme A. moucheti et A. ovengensis) et majoritairement pendant la seconde partie la
nuit (pour A. gambiae et A. paludis). Des études antérieures ont signalé des changements de
comportement de piqlres des moustiques, qui pourraient résulter d'un changement dans la
composition spécifique des populations de moustiques en raison du remplacement progressif
de taxons les plus vulnérables, ou de I'expression de phénotypes comportementaux préexistants
en réponse a la modification de la disponibilité des ressources (Gatton et al., 2013, Killeen et
al., 2014). Les principales espéces vectrices (A. moucheti, A. ovengensis et A. gambiae) avaient
une tendance exophage aussi bien avant le lancement des travaux que pendant la construction
du barrage, a I’exception d’A. paludis qui a présenté une tendance endophage durant la
deuxieme période de 1’étude. Cette espece a €té signalée il y’a 30 ans dans la zone forestere du
Sud Cameroun, avec une tendance exophage (Karch et Mouchet, 1992). Les résultats de la
présente étude soulignent le risque éleve de transmission du Plasmodium aussi bien a I'intérieur
qu’a l'extérieur, et la variabilit¢ du comportement de pigdre des vecteurs du paludisme en
fonction des facteurs environnementaux comme souligné antérieurement (Mouchet et Gariou
1966). Par ailleurs, I’utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticides comme c’est le
cas dans nos sites d’étude depuis 2011, est également connue pour induire un comportement

exophage chez les moustiques (Killeen et Chitnis, 2014 ; Gatton et al., 2013).

111-2-2. Impact des modifications de ’environnement sur la transmission du paludisme

Dans la localité de Nyabessan, la transmission du paludisme a été observée tout au long
de I’étude. Une augmentation de I’intensité de la transmission a été observée pendant les
travaux de construction du barrage. Ce résultat serait lié a la prolifération d’A. gambiae s.s. et
d’A. paludis durant cette période. En effet, A. paludis, est connu comme vecteur secondaire du
paludisme en Afrique de 1’Ouest et de I’Est (Kyalo et al., 2017). Au Cameroun, cette espece a
été retrouvée dans 21 villages (Ayala et al., 2009) et son rdle dans la transmission a été confirmé
depuis 1964 (Pajot et al., 1964). Un taux d’inoculation entomologique de 0,24 pi/h/n a été
enregistré avec cette espéce vectrice pendant la seconde période de 1’étude, engendrant 35%
des infections par P. falciparum. Ces resultats soulignent le réle important et croissant d’A.

paludis dans la transmission du paludisme a Nyabessan aux cotés des vecteurs principaux que
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sont A. gambiae s.l, A. moucheti et A. ovengensis. En effet, A. paludis pourrait étre responsable
du risque élevé de paludisme & Nyabessan au cours des prochaines années. Ces données sont
comparables a celles rapportées par Karch et al. (1992) dans la région de Bandundu en
République démocratique du Congo pendant la saison seche. Une baisse de I’intensité de la
transmission du paludisme a été observée aussi bien a Simbock qu’a Olama ; il est probable que
I’utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticides ait contribu¢ a réduire la transmission
du paludisme dans ces deux localités. A Olama, la transmission était assurée en permanence
par A. moucheti durant les deux périodes de I’étude, avec I’implication d’A. gambiae et A.
marshalli comme vecteurs secondaires pendant la premiere période et d’A. ziemanni comme
vecteur secondaire durant la seconde période. Par contre a Simbock, A. moucheti et A. funestus
étaient responsables de la transmission du paludisme avant le processus d’urbanisation tandis
qu’au cours de ce processus, seul A. gambiae s.l. assurait ce role. Ces résultats rejoignent la
plupart des observations faites en milieu forestier qui montrent qu’A. moucheti constitue le
vecteur majeur du paludisme dans ce facies (Njan Nloga et al., 1993 ; 1994 ; Languillon et al.,
1956). En milieu forestier, le role d’A. gambiae reste tres limité, comparé a celui d’A. moucheti
et d’A. nili, particuliérement le long des cours d’eau ou ils présentent des taux d’inoculation
parfois 10 fois supérieurs a ceux d’A. gambiae (Carnevale et al., 1992 ; Languillon et al., 1956).
En effet, des études précédentes ont relevé qu’A. gambiae constitue le vecteur majeur du
paludisme en milieu urbain (Robert et al., 1986 ; Fondjo et al., 1992 ; Nimpaye et al., 2001).
L’infection plasmodiale d’A. ziemanni & Olama met en évidence le role secondaire de cette
espéce dans la transmission du paludisme au niveau local. Ces données corroborent les études
antérieures qui ont révélé qu’A. ziemanni jouait un réle majeur dans la transmission du

paludisme au Nord-Ouest Cameroun (Tabue et al., 2014).

111-2-3. Sensibilité des populations naturelles d’A. gambiae s.I. aux insecticides

La seconde partie de notre étude s’inscrit dans une evaluation longitudinale de la
résistance d'A. gambiae s.l aux insecticides, dans trois environnements soumis a des pressions
anthropiques différentes. C’est la premiére évaluation de la résistance de ce vecteur aux
insecticides a Nyabessan, Simbock et Olama. La rareté des gites de reproduction de I’espéce A.
gambiae s.I. a Olama ne nous a pas permis d’y réaliser une étude longitudinale de la résistance
avec tous les insecticides ; de ce fait, seuls les tests a la deltaméthrine et a la perméthrine y ont
éte realisés. Les mortalités obtenues a la suite des tests ont confirmé que les populations

sauvages d’A. gambiae s.1. des sites d’étude sont résistantes au DDT et aux pyréthrinoides. Des
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études antérieures ont montré une dispersion rapide de la résistance des vecteurs du paludisme
a ces insecticides au Cameroun (Etang et al., 2003 et 2007, Chouaibou et al., 2008, Nwane et
al., 2009 et 2013, Wondiji et al., 2011). La présente étude met en exergue une résistance élevee
et croissante dans le temps, au DDT et a la perméthrine chez les populations d’A. gambiae s.1.
de Nyabessan et Simbock. La revue sur la resistance des moustiques aux insecticides au
Cameroun, faite par Antonio-Nkondjio et al. (2017) montre que depuis 2006, le niveau de
résistance aux pyréthrinoides et au DDT des populations d'A. gambiae s.l. dans la zone
forestiére du sud Cameroun a progressivement augmenté. Par ailleurs, I'utilisation intensive des
organochlorés au cours des programmes de pulvérisations intradomiciliaires dans les années
50, la distribution et I'utilisation massive des moustiquaires imprégnées a longue durée d’action
expliqueraient I’augmentation de la résistance a ces insecticides. Avec la deltaméthrine, les
populations d’anophéles ont présenté des niveaux variables de résistance, d’une année a une
autre. De 2014 a 2016 a Nyabessan, une résistance a la deltaméthrine a été observée avec des
taux de mortalité variant de 46% & 63% ; mais en 2017, la mortalité a augmenté a 95%, ce qui
indigque une résistance probable a confirmer. Ce regain de la sensibilité a la deltaméthrine
pourrait étre li¢ aux fluctuations temporelles du niveau de résistance en fonction de 1’utilisation
des insecticides dans les ménages et dans la conservation de la grume et dont la fréquence varie
suivant les saisons (Diabaté et al., 2002, Chouaibou et al., 2008, Nwane et al., 2009).

La forte sensibilité des moustiques au bendiocarb serait probablement due au fait que
cet insecticide n'est pas utilisé dans les programmes de lutte antivectorielle au Cameroun et
également en agriculture dans les sites d'étude. En effet, une résistance a cet insecticide a été
observée dans les localités ou des carbamates étaient utilisés pour lutter contre les insectes
ravageurs de cultures du coton, du riz ou des tomates au Cameroun (Chouatbou et al., 2008) et
au Mali (Cissé et al., 2015).

La faible productivité des gites ne nous a pas permis de tester tous les pyréthrinoides
avec/et sans synergiste dans les trois sites. Nous avons néanmoins évalué 1’effet du synergiste
PBO associé a la deltameéthrine a Nyabessan et Simbock, ainsi qu’a la perméthrine a Simbock.
L’utilisation des synergistes a pour réle de donner une indication préliminaire sur les
mécanismes metaboliques responsables de la résistance des populations d’insectes aux
insecticides (McCaffrey, 1998). La préexposition des moustiques au PBO a permis de restaurer
partiellement ou complétement la sensibilité a la deltaméthrine a Simbock et a Nyabessan,
reflétant I’implication des mono oxygénases a cytochrome Paso sur I’expression phénotypique
de la résistance au sein de ces populations étudiées. Ces observations sont conformes aux

précedentes études faites en zone équatoriale du Cameroun (Etang et al., 2006 ; Nwane et al.,
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2009 et 2013 ; Antonio-Nkondjio et al., 2011). L absence de I’effet inhibiteur du PBO sur les
échantillons de Simbock exposés a la perméthrine démontre que la détoxification enzymatique
n’est pas impliquée dans la résistance observée. Cette résistance serait alors essentiellement liee
a d’autres mécanismes tels que la mutation de type « kdr» mise en évidence dans cette
population au cours de ce travail. La présente étude confirme donc la perméthrine comme un
meilleur indicateur pour la détection précoce de la résistance aux pyréthrinoides basée sur le
kdr (Chandre et al, 1999).

111-2-4. Mécanismes de résistance

L’alléle kdr résistant 1014F a été retrouvé chez les populations d’anophéles dans nos
trois sites d’étude, avec des proportions élevées de génotypes homozygotes résistants
L1014F/L1014F et hétérozygotes L1014L/L1014F. Des études antérieures menées au
Cameroun ont montré la propagation de cet allele dans toutes les zones écologiques du
Cameroun (Etang et al., 2006, Reimer et al., 2008, Nwane et al., 2009 et 2011). Les fréquences
élevées de I’allele L1014F présentées ci-dessus (entre 0,6 et 0,9) sont semblables a celles
rapportées en Afrique de I’Ouest (Chandre et al., 1999 ; Weill et al., 2000 ; Diabaté et al., 2002
; Yawson et al., 2004 ; Awolola et al., 2007) ou cet alléle a été mis en évidence pour la premiére
fois (Martinez-Torres et al., 1998) et en Afrique centrale (Nwane et al., 2011). Toutefois, la
présence du génotype homozygote sensible L1014L/L1014L identifié également chez les
moustiques de phénotype résistant confirme I’hypothése de Brooke (2008) selon laquelle la
mutation « kdr » seule ne suffit pas a produire une résistance phénotypique mesurable en
I’absence de certains cofacteurs non encore identifiés. Cependant, cette hypothése n’exclut pas
la relation entre le génotype « kdr» et le phénotype de résistance des moustiques aux
insecticides (Donnelly et al., 2009). Ce résultat suggére 1’existance de mécanisme de résistance
alternatif au sein de ces populations. En effet, des études ont mis en évidence la coévolution de
la résistance de type « kdr » et de type métabolique au Sud Cameroun (Etang et al., 2007,
Nwane et al., 2013).

L’allele résistant L1014S n’a été retrouvé qu’a Simbock, avec une faible fréquence ; ces
résultats sont similaires & ceux rapportés par Bamou et al, 2019 qui notent 1’absence de cet
allele dans des échantillons collectés au Sud Cameroun. La rareté de cet alléele dans nos
échantillons pourrait s’expliquer par sa rareté au Cameroun, par rapport a l'alléle résistant
L1014F (Etang et al, 2006, Nwane et al, 2011). Santolamazza et al., 2008 soulignent a cet effet

qgue la mutation L1014S au sein des populations d’A. gambiae s.I. a une répartition
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géographique beaucoup plus restreinte en Afrique de I’Est contrairement a la mutation L1014F
qui est largement répandue en Afrique de I’Ouest et Centrale. Dans la méme lancée, Nwane et
al., (2013) suggérent que 1’alléle L1014S se disperserait de I’Est vers 1’Ouest et I’alléle 1014F
dans le sens contraire. Bien que retrouvée a une faible fréquence, la mutation L1014S est déja
installée et continue de se propager dans toute I’Afrique et en particulier au Cameroun
(Mandeng et al., 2019).

Deux alléles résistants de la mutation kdr notamment L1014F et L1014S ont été mis en
évidence chez A. coluzzii tandis que seul I’all¢le résistant L1014F a été retrouvé chez A.
gambiae. L’allele L1014S a été identifié pour la premiere fois au Kenya chez A. gambiae
(ancienne forme S) (Ranson et al., 2000). Le fait que cet alléle ait été identifié chez A. coluzzii
dans cette étude concorde avec quelques observations antérieures (Reimer et al., 2008, Nwane
etal., 2011). Les fréquences élevées le I’allele L1014F chez A. gambiae et A. coluzzii observées
dans cette étude, démontrent qu’il tend a se fixer au sein de ces populations au Cameroun.
L’extension rapide et la fixation des alléles « kdr » résistants dans les populations pourrait étre
le fait d’événements mutationnels survenus « in situ » (Etang et al., 2009) ; la pression de
sélection provenant de I’utilisation des insecticides en agriculture ou des moustiquaires
imprégnées d’insecticides, qui jouent un réle déterminant dans la sélection des alléles de la

résistance, en particulier ceux du gene « kdr ».
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CONCLUSION

Les travaux menés dans le cadre de cette étude avaient pour objectif de mettre en
¢vidence I’influence des changements environnementaux liés a 1’urbanisation et a la
construction d’un barrage sur le profil entomologique du paludisme a Simbock et Nyabessan
respectivement. Nous avons comparé les données rétrospectives et prospectives sur les
parametres de la transmission du paludisme dans les sites d’étude, par rapport a un site témoin,
puis nous avons évalué le niveau de résistance d’A. gambiae s.l. aux insecticides dans ces sites
pour la premiere fois. Il ressort que bien que la composition specifique ait été la méme a
Nyabessan et a Olama, des variations ont été observées dans les parameétres de la transmission
pendant les travaux de construction du barrage a Nyabessan ; notamment des changements dans
la distribution spécifique des vecteurs, I’augmentation de 1’abondance et du taux d’inoculation
entomologique d’A. paludis et son comportement de piqtire optimal a I’intérieur des habitations
dans la seconde partie de la nuit. Ce résultat met en exergue la capacité vectorielle d’A. paludis
considéré comme vecteur secondaire du paludisme, et souligne le risque d’augmentation de cas
du paludisme pendant des grands projets socio économiques. En effet, ce travail a permis de
révéler A. paludis comme vecteur majeur émergent du paludisme autour du site du barrage de
Memve’ele avec un taux d’infestation par P. falciparum de 0,6 % au méme rang qu’A. gambiae.
La transmission du paludisme assurée par les espéces A. moucheti, A. gambiae s.1. et A. paludis
observée pendant la période de construction du barrage, permet de savoir que le risque du
paludisme y est perpétuel. Ces données sont d’une grande importance pour la mise en ceuvre
des mesures supplémentaires de lutte contre le paludisme a Nyabessan. Les modifications de
I’environnement liées au processus d’urbanisation a Simbock ont été bénéfiques par la
réduction de la composition spécifique, des densités anophéliennes et de la transmission
plasmodiale. Cependant, le fait que le principal vecteur A. gambiae s.I. affiche un comportement
de piqire similaire a ’intérieur et a I’extérieur des habitations, démontre les limites des
moustiquaires imprégnées d’insecticides qui devraient reduire le comportement d’endophagie
chez les anopheles. Par ailleurs, ce résultat souligne le risque de contracter le paludisme aussi
bien a I’intérieur qu’a ’extérieur des habitations en zone urbaine et suggére la mise en ceuvre
des mesures de lutte antivectorielle complémentaires aux moustiquaires imprégnées, en
particulier celles visant a reduire la transmission du paludisme a I’extérieur. Compte tenu de la
complexité du systéme vectoriel au Cameroun, de la grande diversité éco-climatique et des

perpétuels changements de I’environnement, il serait important d’approfondir la recherche sur
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la dynamique des systemes vectoriels afin de développer des stratégies de lutte spécifiques a
chaque type d’environnement au Cameroun.

Cette étude a également relevé une résistance croissante des populations d’A. gambiae
s.l. aux pyréthrinoides et au DDT, mais une sensibilité au bendiocarb. Cette étude était la
premiére evaluation de la sensibilité aux insecticides dans les sites d’étude. Une telle étude est
d’une grande importance avant la mise en ccuvre a large échelle de tout moyen de lutte
antivectorielle basé sur 1’utilisation des insecticides. Elle permet en effet de faire un choix
raisonné de [D’insecticide a utiliser ; cependant, une étude longitudinale et saisonniére
permettrait de mieux apprécier les différentes variations dans la sensibilité aux insecticides. Les
analyses moléculaires ont permis de déterminer I’existence et les fortes fréquences de 1’alléle
L1014F de la résistance de type kdr au sein des populations de moustiques testés. Par ailleurs,
I’effet inhibiteur du PBO sur I’expression de la résistance d’A. gambiae s.I. a la deltaméthrine
a été mis en évidence, suggérant une coexistence au sein de ces populations, d’une résistance
liée a la détoxification enzymatique par les oxydases. Ces résultats montrent la nécessité de
mettre sur pied des stratégies de gestion de la résistance par la combinaison d’insecticides, et

d’utiliser ’association PBO+pyréthrinoides pour I’imprégnation des moustiquaires.

RECOMMANDATIONS
A I’issue de ce travail, nous recommandons

e Aux pouvoirs publics :

- d’encourager et d’investir sur des études d’impact sanitaire lors de la construction
d’infrastructures, en particulier sur la dynamique des vecteurs des maladies a transmission
vectorielle,

- d’intégrer dans les programmes de lutte antivectorielle, la distribution des moustiquaires
de seconde génération (pyréthrinoides+synergiste) et des méthodes de gestion de la résistance
par les combinaisons d’insecticides, afin de limiter sa propagation, au vu de la coévolution de
plusieurs mécanismes de résistance au sein des populations d’anopheles.

e Aux chercheurs:

- d’approfondir les recherches sur les vecteurs souvent relégues au second plan tels qu’A.
paludis A. moucheti et A. nili.

e Aux populations :

- d’assainir leur environnement en ¢liminant les gites potentiels de moustiques et I’usage

quotidien des MILDA.
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PERSPECTIVES

Nous nous proposons dans les travaux futurs, de :

effectuer de nouvelles enquétes entomologiques associees a la transmission
parasitologique chez I’homme, en vue d’apprécier 1’évolution du comportement des
vecteurs quelques années apres la fin des travaux et la mise eau du barrage
hydroélectrique de Memve’ele,

étendre cette étude dans d’autres localités avec des pressions environnementales
différentes,

étudier la biologie, la dynamique et la compétence vectorielle d’A. paludis,

évaluer la sensibilité aux insecticides, et I’'impact des outils actuels de lutte
antivectorielle sur les vecteurs tels qu’A. moucheti, A. nili et A. paludis, impliqués dans

la transmission du paludisme au Sud Cameroun, au méme titre qu’A. gambiae s.1.
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Annexe 1 : Clé d’identification des adultes d’anophéles

CLES DES ANOPHELES VECTEURS MAJEURS AU CAMEROUN (adultes)

CARACTERES COMMUNS
« Abdomen SANS touffes d'écailles latérales

Pattes postérieures SANS AUCUN tarse entierement blanc

Apex des palpes blancs

Aile avec des taches blanches et noires réparties sur toute la surface

CABACTERES DISTINCTIFS

¥
1. - Palpe entierement NoOIre .......c.coeeeiee. An. obscurus fnon vector) M

- Palpe avec bandes piles = 2

A
2. -Palpe avec une seule bande péle sur l'apex .................... An. nili —:_ﬁ

- Palpe avec plus d'une bande pale = 3

3. - Pattes entieremMent MOIMES ..o i i e ssess e nmsa s An. funestus /\\
- Pattes pas complétement noires =* 4

B LA E = L g1 (=i A gambige 5.|. e —

- Pattes avec bandes pales sur 'apex de chague tarse...... An. m. moucheti

AUTRES CRITERES BIOMETRIQUES

palpe aile patte

- A. goambige s.|. KBEDR g = - m /‘/:
- An. funestus T —— %‘;R;. W %
7~

- An. moucheti

- An. nili
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Annexe 2 : photographie d'un gel d'agarose a 1,5% aprés migration électrophorétique
pour l'identification des espéces du complexe A. gambiae s.l. a Nyabessan

10

1: Témoin A. coluzzii (479 bp); 2 : témoin A. gambiae ( 249 bp); 9: marqueur de taille; 11:
témoin négatif ; 3,4,7,8,10,12,13,16,17,18: A. gambiae; 5,6,14: A. coluzzii, 15: échantillon non

valide
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