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1. INTRODUCTION 

Le paludisme est une maladie provoquée par des parasites du genre Plasmodium transmis à 

l’Homme par la piqûre d’un moustique femelle, du genre Anopheles, lui-même infecté en 

prenant le repas de sang nécessaire à sa ponte chez une personne malade (1). Selon 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), cette maladie a touché 263 millions de personnes 

dans le monde en 2023, et causé 597 000 décès (2). Le paludisme humain est provoqué par cinq 

espèces de Plasmodium : Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, 

Plasmodium malariae et Plasmodium knowlesi (1,3). 

 

Pour lutter contre cette maladie, le Programme National de Lutte contre le Paludisme (PNLP), 

recommande l’utilisation des moustiquaires imprégnées à longue durée (MILD) et la 

pulvérisation intra domiciliaire d’insecticides (PID) comme moyen de prévention 

antivectorielle (2) ; de même que le vaccin RTS,S/AS01 (4), la chimio prévention saisonnière 

comme moyens de prévention contre les infections et les antipaludiques en cas d’infection. 

 

Cependant, la situation est d’autant plus préoccupante que depuis plusieurs années les parasites 

et les moustiques développent des résistances respectivement aux molécules antipaludiques et 

aux insecticides (5–7). En ce qui concerne la lutte antivectorielle, on note en plus de la 

résistance des vecteurs aux insecticides, une proportion non négligeable de vecteurs échappant 

aux effets répulsifs et létaux des MILD et de la PID car piquant à l’extérieur des maisons sachant 

que la transmission du paludisme se fait également à l’extérieur des maisons (5). Face à cette 

situation, l’OMS recommande le développement de nouveaux outils et stratégies de lutte afin 

de compléter et renforcer ceux déjà existant dans l’élimination du paludisme. Ainsi, les appâts 

attractifs à base sucre toxique ou Attractive Toxic Sugar Bait (ATSB) se présentent comme un 

outil innovant, ciblant les moustiques adultes en quête de repas sucré constituant une source 

d’énergie pour leurs différentes activités. Le principe des ATSB est basé sur l’attraction et la 

mort après ingestion d’une solution sucrée contenant une toxine (8). 

 

De nombreuses études ont montré l’efficacité des ATSB sur les anophèles (9), les aèdes (10) et 

d’autres insectes vecteurs (11). C’est à ce titre qu’il est actuellement en cours d’essai clinique 

de phase 3 au Mali, au Kenya et en Zambie avant une potentielle validation comme outil de 

lutte antivectorielle (12). 
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Toutefois, pour maximiser l’efficacité des ATSB dans la lutte contre Anopheles gambiae s.l,, il 

est essentiel de comprendre comment ces appâts affectent les moustiques résistants aux 

insecticides et spécifiquement les différents génotypes du gène Kdr car des études suggèrent 

que des variations génétiques dans ce gène pourraient influencer la sensibilité des moustiques 

aux toxines présents dans les ATSB, ce qui auraient des implications majeures pour l’efficacité 

globale de cette stratégie de lutte antivectorielle (13). De plus, les ATSB en cas de validation 

par l’OMS, pourraient être utilisés dans des zones ou la résistance des vecteurs aux insecticides 

est déjà présente. 

Au Mali, les principaux vecteurs de Plasmodium appartenant au complexe An. gambiae sont 

An. arabienis, An. gambiae, et An. coluzii (14). Parmi ces trois vecteurs, An. arabiensis à la 

propension de piquer et de se réfugier à l’extérieur (15). Ce dernier représenterait un candidat 

idéal afin de vérifier l’impact des ATSB sur un vecteur exophile et de surcroît portant des allèles 

de résistance à un insecticide.    

Ainsi, cette thèse vise à explorer l’effet des ATSB sur les différents génotypes du gène Kdr chez 

Anopheles arabiensis au sein du projet IVVCI. Nous cherchons à répondre à des questions 

cruciales pour améliorer la compréhension et l’application pratique de cette approche novatrice 

dans la lutte contre la malaria. Cette recherche pourrait contribuer de manière significative à la 

conception de stratégie de contrôle plus efficaces, réduisant ainsi le fardeau du paludisme dans 

les régions les plus touchées du monde.  
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2. OBJECTIFS 

2.1. Objectif général 

Evaluer l’efficacité des appâts attractifs à base de sucre toxique (ATSB) sur les différents 

génotypes du gène Kdr chez Anopheles arabiensis. 

2.2. Objectifs spécifiques 

- Déterminer les différents génotypes Kdr (RR, RS et SS) d’Anopheles arabiensis. ; 

- Evaluer la susceptibilité des génotypes Kdr aux ATSB. 
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3. GENERALITES 

3.1. Paludisme 

Le paludisme humain est une protozoose due à un hématozoaire du genre Plasmodium, transmis 

par les piqûres de moustiques infectés appartenant au genre Anopheles. Les symptômes 

courants du paludisme sont la fièvre, les frissons, les maux de tête, les vomissements, les 

douleurs musculaires et la fatigue. Dans les cas graves, le paludisme peut entrainer une anémie 

sévère, des complications cérébrales et la mort.  

 

Cinq (05) espèces de plasmodium sont pathogènes pour l’Homme à savoir (1) : 

- Plasmodium falciparum : c’est l’espèce la plus mortelle de Plasmodium et est rependue en 

Afrique subsaharienne, en Asie du sud, en Amérique du sud et en Océanie. 

- Plasmodium vivax : on le trouve principalement en Asie du sud-est, en Asie du sud, en Asie 

de l’est et en Amérique du sud. 

- Plasmodium ovale : il est principalement présent en Afrique de l’ouest et en Asie du sud-est. 

- Plasmodium malariae : il a une distribution mondiale, mais il est moins courant que P. 

falciparum et P. vivax. 

- Plasmodium knowlesi : cette espèce est principalement présente en Asie du sud-est, en 

particulier en Malaisie. 

La distribution géographique des différentes espèces de Plasmodium est influencée par de 

nombreux facteurs, notamment le climat, les vecteurs (moustiques) et les habitudes de 

déplacement des populations (1). Il est important de noter que la prévalence et la distribution 

de ces parasites peuvent évoluer avec le temps, et des mesures de lutte antipaludiques sont mises 

en place pour lutter contre la maladie (1). 

 

3.1.1. Données épidémiologiques  

3.1.1.1. Dans le monde 

Au niveau mondial, le nombre de cas de paludisme est estimé à 263 millions en 2023 dans 83 

pays d’endémie palustre, soit une hausse par rapport aux 252 millions de 2022. La plupart des 

cas sont estimés dans la région Afrique de l’OMS qui fait partie des 29 pays qui constituent plus 

de 94 % des cas mondiaux et 95% des 597 000 cas de décès de paludisme (2).  
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En dépit de ce constat alarmant, certains pays arrivent à tirer leur épingle du jeu en éliminant 

ou sont en voie d’éliminer le paludisme tout comme le Cap vert, qui a rapporté zéro cas de 

paludisme indigène pour la troisième année consécutive mettant fin à l’épidémie du paludisme. 

Ainsi en 2022, deux (02) pays ont été déclarés libres du paludisme à savoir l’Arabie Saoudite, 

la République Islamique d’Iran et quatre (04) n’ont signalé aucun cas de paludisme durant plus 

de 15 ans (Irak, Maroc, Oman et République arabe syrienne) (2).  

 

Figure 1. Répartition des cas indigènes de paludisme dans le monde en 2023 (2). 

 

3.1.1.2. En Afrique 

Le paludisme est particulièrement prévalant en Afrique, où il constitue un grave problème de 

santé publique. Les raisons de la forte incidence du paludisme en Afrique sont multiples : i) la 

présence de moustiques vecteurs (anophèles), qui transmettent le parasite ; ii) les conditions 

climatiques favorables et iii) le manque d’accès aux soins de santé (2). En 2023 la région 

d’Afrique représentait à elle seule environ 94% (soit 246 millions) de cas estimés dans le 

monde. Quatre (04) pays d’Afrique représente la moitié des décès due au paludisme dans le 

monde en 2022 : le Nigéria (30, 9 %), la République démocratique du Congo (11,3 %), le Niger 

(5,9 %) et la République Unie de Tanzanie (4,3 %) (2). Malgré cela dans la région d’Afrique de 

l’OMS en 2023, l’incidence du paludisme a reculer pour atteindre 227 cas pour 1000 habitants. 

Les efforts de lutte ont connu des succès dans certains pays où nous constatons durant plusieurs 

années une évolution majeure dans la lutte contre le paludisme ; c’est le cas du Cap Vert qui n'a 

signalé aucun décès dû au paludisme depuis 2018 mais aussi du Botswana, des Comores, de 

l'Érythrée, de l'Eswatini et Sao Tomé-et-Principe ont tous signalé moins de 10 décès. 
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Récemment, l’Egypte s’est ajoute à cette liste en déclarant zéro cas de paludisme au cours d’une 

année.  Depuis 2015, le rythme de progression des cas et des décès s'est arrêté dans plusieurs 

pays où la transmission est modérée ou élevée (2). 

3.1.1.3. Au Mali 

Au Mali, le paludisme reste un problème majeur de santé. Le pays est situé dans une zone ou 

le paludisme est endémique, ce qui signifie que la maladie est largement répandue tout au long 

de l’année. Avec 8 229 337 cas et 14 203 de décès en 2023 pour une population de 23 769 127 

habitants selon l’OMS (2), le Mali est l’un des pays les plus touché en Afrique de l’Ouest. Pour 

lutter contre le paludisme au Mali, diverses initiatives ont été mises en place, notamment la 

distribution de MILDA, la PID, la distribution de médicaments antipaludiques, le traitement 

préventif intermittent des femmes enceintes (TPIp), de la chimio prévention du paludisme 

saisonnier (CPS) et de la thérapie combinée à base d'artémisinine (CAT), remarquant ainsi une 

réduction de la morbidité et de la mortalité due à la maladie (16). Cependant, malgré ces efforts, 

le paludisme reste un défi de santé publique important dans le pays.     

3.2. Anophèles vecteurs  

Plus de 430 anophèles ont été découverts dans le monde dont une quarantaine sont capable de 

transmettre le Plasmodium à l’Homme (15). Le genre Anopheles est un groupe de moustiques 

appartenant à la famille des culicidés. Ces moustiques sont d’une grande importance en raison 

de leur rôle de vecteurs de maladies graves, notamment le paludisme, qui est causé par des 

parasites du genre Plasmodium. Le moustique mâle se nourrit exclusivement d’aliments sucrés 

(nectar floraux et extrafloraux, jus sucré, etc.,), tandis que la femelle s’alimente non seulement 

de d’aliments sucrés (qui procurent l’énergie nécessaire pour le vol) mais aussi de sang humain 

et (ou) animal qui lui permettent le développement de ses œufs. C’est au cours du repas de sang 

que le moustique prend accidentellement les parasites permettant ainsi la transmission de la 

maladie d’une personne infectée à une autre personne non infectée. En Afrique, le complexe 

Anopheles gambiae s.l  comprend les trois (03) vecteurs majeurs du paludisme qui ont une large 

répartition géographique dans toute l’Afrique subsaharienne : i) Anopheles gambiae ; ii) 

Anopheles coluzzii ; iii) Anopheles arabiensis , qui ont visuellement une morphologie identique 

(15). Constituer de trois (03) parties : i) la tête qui sert à l’acquisition d’informations 

sensorielles et à la nourriture. Celle-ci renferme les yeux ainsi qu’une paire de longues antennes, 

comprenant de nombreux segments. Les antennes jouent un rôle important de détection, aussi 

bien de l’odeur de l’hôte ainsi l’odeur des sites de reproduction où les femelles pondent leurs 



Evaluation de l’efficacité des appâts attractifs à base de sucre toxique (ATSB) sur les différents génotypes du gène KDR chez 

Anopheles arabiensis au Mali 

7 
 

œufs. La tête comprend également une trompe (proboscis), de forme allongée qui sert de canal 

alimentaire, ainsi que deux palpes maxillaires (organe situé près de la pièce buccale) ; ii) Le 

thorax, qui sert au déplacement de l’insecte, avec Trois paires de pattes et deux paires d’ailes 

(dont deux atrophiées) qui sont rattachées au thorax ; iii) L’abdomen, là où la nourriture est 

digérée et la maturation des œufs intervient. Cette partie du corps segmentée se dilate 

considérablement quand la femelle prend un repas de sang (17). Le sang digéré progressivement 

est une source de protéine nécessaire à la production des œufs, qui remplissent petit à petit 

l’abdomen.  

 

Les moustiques du genre Anopheles se distinguent des autres par leurs palpes (organe sensoriel 

situé près de la pièce buccale), qui sont aussi longs que la trompe, et par la présence de 

nombreuses écailles claires et sombres disposées sur le rebord costal des ailes. Ils sont 

également identifiables à leur position de repos caractéristique : au repos, l’abdomen des mâles 

et des femelles est relevé au lieu d’être parallèle à la surface du support (15). 

 

3.2.1. Cycle de vie 

Les moustiques du genre Anopheles ont un cycle de vie qui comprend quatre (04) principales 

étapes réparties en deux (02) phases à savoir aquatique et aérienne (17). 

  

3.2.1.1. Vie aquatique  (15) 

La première phase est aquatique et dure entre 5 et 14 jours selon l’espèce et la température 

ambiante. Elle comprend les stades d’œuf, de larve et de nymphe : 

- Œufs : Un ou deux jours suivant la prise du repas de sang, le moustique femelle adulte pond 

50 à 300 œufs par oviposition et peut pondre au total entre 800 et 1000 œufs pendant son cycle 

de vie. Les œufs d’Anophèles sont pondus individuellement dans des endroits où il y’a de l’eau 

stagnante, comme les marais, les étangs et sont les seuls à être doter de flotteur de chaque cotés. 

Résistant moins à la sècheresse, ces œufs éclosent en larve au bout de deux (02) à trois (03) 

jours.  

- Larves : une larve émerge de chaque œuf et flotte parallèlement à la surface de l’eau afin de 

respirer. Elle se nourrit des particules présentes dans l’eau. La larve mesure seulement 1 mm, 

elle mue trois fois avant d’atteindre 5 mm au quatrième stade. Les larves sont présentes dans 

toutes sortes d’habitats, mais la plupart des espèces préfèrent de l’eau propre, non polluée. Les 
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larves de moustiques anophèles ont été trouvées dans les marécages d’eau douce ou d’eau de 

mer, les mangroves, les rizières, les étangs herbeux, les tranchées d’arbre, les canaux, les fossés, 

en bordure de rivière et de cours d’eau et également dans les petites flaques d’eau résiduelles 

après les pluies. Arrivée au 4e stade, la larve se transforme en nymphe - stade intermédiaire 

entre la larve et l’adulte. 

- Nymphe : une fois que les larves ont atteint un certain stade de développement, elles se 

transforment en nymphe (pupe). Vu de côté, celui-ci a une forme de virgule, faisant surface 

régulièrement pour respirer par l’intermédiaire de trompettes respiratoires situées sur le 

céphalothorax : 

 

3.2.1.2. Vie aérienne 

La vie aérienne ou encore phase adulte, les nymphes émergent de l’eau à la surface et muent 

pour devenir des moustiques adultes ou imagos. La ligne ecdysiale du céphalothorax de la 

nymphe âgée se fracture et libère successivement les différentes parties de l’adulte : thorax, 

tête, antennes, ailes, trompe, pattes, abdomen. L’adulte se retrouve à l’air libre posé sur son 

exuvie nymphale. I1 reste quelques instants immobile, le temps que ses ailes se déploient et que 

la cuticule durcisse, puis s’envole. L’émergence dure quelques minutes et représente une phase 

délicate dans la vie de l’insecte où se manifeste une forte mortalité (17). Seules les femelles 

sont responsables de la transmission de maladies comme le paludisme (ou malaria). Elles se 

nourrissent de sang pour obtenir des protéines nécessaires pour la maturation des œufs et le 

cycle recommence. La durée de vie des femelles adultes peut aller jusqu’à un mois (ou plus en 

laboratoire), mais la plupart ne vivent pas plus de 2 semaines dans la nature (15) ; même si 

récemment une femelle anophèle colorée et relâchée a été recapture sept mois plus tard  au Mali 

(18). 
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Figure 2. Différents stades de développement des anophèles au cours de leur cycle biologique 

(Source Target Malaria Mali) 

 

3.2.2. Anophèles vecteurs d’Afrique 

Les anophèles font partie de l’environnement écologique et socio-culturel africain, une médaille 

a été frappée à l’effigie de l’anophèle en Sierra Leone et plusieurs timbres présentent des 

anophèles, c’est dire à quel point les anophèles font partie de la vie quotidienne en Afrique (15). 

Dans la sous-région sud-subsaharienne autrefois appelée Ethiopienne, Elle était constituée par 

l’Afrique au sud du Sahara (limite nord du plateau du Tagant, Adrar des Iforas, Aïr, Tibesti). En 

Afrique continentale, la faune anophélienne des vecteurs de plasmodies humaines est dominée 

par le complexe An. gambiae et le groupe funestus qui interviennent pour 90 % de la 

transmission. Ces vecteurs majeurs couvrent quasiment toute l’Afrique sub-saharienne, et 

maintiennent cette région sous une forte emprise du paludisme (15).  Actuellement, on y recense 

plus de 94 % des cas de paludisme et plus de 90 % des porteurs de parasite dans le monde et la 

cause première de cette situation est essentiellement entomologique : les vecteurs africains sont 

les plus efficaces au monde (2,15). 

3.2.2.1.  Complexe Anopheles gambiae 

Les différentes espèces du complexe An. gambiae ont en commun une morphologie très 

semblable, voire identique. Elles constituent des espèces jumelles ou cryptiques. Les 

déterminations à l'intérieur du complexe An. gambiae se fondent essentiellement sur 3 critères 

qui sont les critères de reproduction en insectarium, les critères cytogénétiques et les critères 

moléculaires (15). Ce complexe d’An. gambiae regroupant huit (08) espèces à savoir :  An. 

amharicus, An. arabiensis, An. bwambae, An. coluzzii, An. melas, An. merus, An. 
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quadriannulatus, An. gambiae (19), et une autre nouvelle espèces découverte dans les zones 

boisées du Gabon, An, fontenillei sp.n (20). 

3.2.2.2. Le groupe Anopheles funestus 

Il comporte 5 sous-groupes dont 3 sont présents dans la région afrotropicale : 

– le sous-groupe Funestus est composé de 5 espèces : An. aruni, An. confusus, An. funestus, An. 

parensis et An. vaneedeni ; 

– le sous-groupe Rivulorum est composé de 4 espèces An. brucei, An. fuscivenosus, An. 

rivulorum et An. rivulorum-like ; 

– enfin, le sous-groupe Minimus, essentiellement asiatique, sauf An. leesoni (localement 

vecteur en Tanzanie). 

Anopheles  parensis, An. fuscivenosus, An. confusus et An. aruni ne sont présents qu’en Afrique 

de l’Est, An. vaneedeni est localisé en Afrique  du Sud, et An. brucei est rapporté au Nigeria, 

alors qu’An. funestus, An. leesoni et An. rivulorum sont largement présents sur l’ensemble de 

l’Afrique sub-saharienne (21–24).  

Toutes les espèces du groupe sont morphologiquement très similaires et difficilement 

différenciables au stade adulte. Pour les espèces rares ou à distribution limitée, les stades pré 

imaginaux sont souvent inconnus. Ce manque de caractères diagnostiques est à l’origine de 

mauvaises identifications. Ces difficultés ont stimulé la création du nouvel outil d’identification 

moléculaire par PCR de type allèle-spécifique multiplexe entre les espèces An. funestus, An. 

vaneedeni, An. rivulorum et An. parensis ; ce test a été initialement développé sur des 

populations d’Afrique du Sud puis validé pour toute l’Afrique (25). 

  

3.2.3. Anophèles vecteurs du paludisme au Mali 

Les premières observations concernant les moustiques du Soudan (actuel Mali) sont celles de 

Le Moal en 1906 et de Bouffard en 1908. Depuis ces études diverses publications ont augmenté 

nos connaissances sur ce sujet, mais jusqu’en 1950 le nombre total des moustiques connus du 

Mali était de treize : sept Anophèles, un Aedes et cinq Culex, et les données existantes    

concernaient presque uniquement la répartition des anophèles le long de la vallée du Niger, avec 

quelques indications sur leurs gîtes larvaires et les lieux de repos des adultes (26).  
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Les formes chromosomiques Forest, Bissau, Bamako et Mopti sont uniquement rencontrées en 

Afrique de l’Ouest. La forme chromosomique Savanna est rencontrée dans toute l’aire de 

répartition du complexe An. gambiae. Ces formes chromosomiques se différencient 

principalement par les caractéristiques bioécologiques de leurs gîtes larvaires. La forme 

chromosomique Forest présente notamment l’arrangement standard, sans inversions (15). La 

forme chromosomique Mopti est présente en Afrique de l’Ouest dans le delta intérieur du fleuve 

Niger (au Mali), au Burkina Faso, dans les zones irriguées du Niger, et jusqu’au Sahara dans 

l’Adrar des Iforas. La forme moléculaire M est caractérisée par une fréquence élevée de 

l’arrangement standard du chromosome 2 en zones humides (Côte d’Ivoire, Bénin, Cameroun, 

São Tomé) et par les inversions typiques de la forme Mopti (2Rbc, 2Ru et 2La) au Mali et au 

Burkina Faso.  

A l’heure actuelle, 106 espèces de moustiques ont été identifier au Mali. Comprenant 28 espèces 

d’Anophelinae et 78 espèces de Culicinae (27). 

 

3.3. Lutte antivectorielle 

La lutte antivectorielle contre le paludisme doit être adaptée aux vecteurs cibles tels que les 

anophèles dans notre cas. C’est la première méthode de prévention, dont l’objectif 

épidémiologique est de participer à la réduction de l’incidence du paludisme et de la mortalité 

qui lui est attribuable (15). La lutte antivectorielle repose actuellement sur les moustiquaires 

imprégnées d’insecticide, sur l’aspersion intra domiciliaire d’insecticides et dans une moindre 

mesure, sur la lutte contre les gîtes larvaires. La rémanence de l’effet insecticide et l’efficacité 

de la lutte doivent être vérifiées (28). La résistance des vecteurs aux insecticides est une des 

principales limites à leur utilisation. Il existe différentes méthodes de lutte antivectorielle : 

3.3.1. Lutte physique 

Dans le but de limiter le contact hôte/vecteur, la lutte physique par le changement de 

l’environnement, l’utilisation de moustiquaire, des grillages de fenêtre et autres fermetures des 

points d’entrée diminuant ainsi la propagation de la maladie (15) : 

- Les moustiquaires simples : L’usage des moustiquaires est connu depuis toujours, on en 

retrouve leur emploi chez Cléopâtre (avec des fils d’or) et dans les récits de Marco Polo en 

Chine. Des études entomologiques en cases pièges ont montré que dans une maison sans 

moustiquaire le taux de gorgement des anophèles était de 80 % : il était de 60 % lorsque le sujet 

était « protégé » par une moustiquaire faiblement trouée et de 20 % avec une moustiquaire en 
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parfait état (29,30). La moustiquaire simple ne protège pas entièrement contre les piqûres de 

moustiques : si elle a le moindre trou, si elle est mal bordée, si une partie du corps entre en 

contact avec le tulle, le moustique pourra piquer. De plus, elle n’empêche pas les moustiques 

d’entrer dans les maisons (15). 

- Les grillages de portes et de fenêtres : Il s’agit d’une mesure purement « physique » pour 

empêcher les moustiques d’entrer dans les maisons. S’il y a le moindre trou, déchirure ou autre 

dans le grillage, les moustiques peuvent entrer. 

3.3.2. Lutte biologique 

La lutte biologique contre le vecteur du paludisme représente une approche novatrice et durable 

visant à maitriser la propagation de la maladie. En utilisant des organismes vivants spécifiques 

(poissons, bactéries ou champignons, etc.,), cette méthode cherche à réduire la population de 

moustiques vecteurs, tels que ceux du genre Anopheles. Cette approche présente l’avantage de         

minimiser les impacts environnementaux tout en offrant des alternatives potentiellement plus 

durables que les méthodes chimiques (31).  

- La bactérie Bacillus thuringiensis sérotype H14 lorsqu’elle sporule produit une endotoxine 

mortelle pour les larves de Culicidae, Simuliidae et Chironomidae. Elle est active par ingestion, 

mais sans danger pour la faune non cible dont les sujets humains. Le produit est commercialisé 

depuis de nombreuses années (exemple : Teknar). Puisque la toxine se trouve dans la fraction 

cristalline, les bactéries sporulées peuvent être utilisées vivantes ou mortes, indifféremment 

(32).  

- Les poissons larvivores ont été employés dès que le rôle des moustiques dans la transmission 

du paludisme a été mis en évidence (avec l’utilisation du vert de Paris comme larvicide) et ils 

continuent d’être utilisés dans certaines situations écologiques ou épidémiologiques (33). Ce 

sont d’ailleurs les seuls agents biologiques réellement utilisés en termes opérationnels, les 

autres (virus, champignons, nématodes, prédateurs, etc.) ont fait l’objet d’une abondante 

littérature et d’essais aussi nombreux que limités dans le temps et l’espace et dont les résultats 

ne permettent pas de les envisager, pour l’instant, dans l’arsenal classique de programme 

national de lutte antipaludique (34). 

Néanmoins, des défis subsistent notamment en termes d’efficacité, des couts et d’acceptation 

communautaire, faisant de la lutte biologique un domaine complexe et en évolution dans la 

prévention du paludisme.  
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3.3.3. Lutte génétique 

La lutte génétique contre les anophèles vecteurs du paludisme vise à modifier génétiquement 

les moustiques pour réduire leur capacité à transmettre la maladie. Des approches telles que la 

modification de gènes par CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats ou Répétition en Palindrome Regroupées et Régulièrement Espacées) sont explorées, 

visant à altérer des caractéristiques spécifiques des moustiques, avec l’espoir de diminuer leur 

population et, par conséquent, le nombre de cas de paludisme (35,36) . Cependant, ces méthodes 

soulèvent des questions éthiques, environnementales et de sécurité, nécessitant une évaluation 

approfondie avant leur mise en œuvre à grande échelle.  Des travaux récents ont examiné le 

problème de l'utilisation de moustiques transgéniques pour lutter contre une épidémie de 

paludisme. Ces insectes ont été génétiquement modifiés pour réduire leur capacité à infecter les 

humains atteints de parasites du paludisme. 

3.3.4. Lutte chimique 

- La lutte chimique contre les vecteurs du paludisme implique souvent l’utilisation de produits 

chimiques tels que les insecticides, les moustiquaires traitées aux insecticides, les PID et les 

larvicides sont des méthodes couramment employées (28). 

Les moustiquaires imprégnées d’insecticide : Lorsqu’elles sont en bon état et que la taille de 

leurs mailles est adaptée, les moustiquaires offrent une bonne protection mécanique pour limiter 

le contact entre les vecteurs et les humains. Toutefois, lorsqu’elles ne sont pas imprégnées 

d’insecticide, elles ont une efficacité limitée dès qu’elles sont mal bordées, trouées ou plus 

fréquemment, lorsqu’une partie du corps touche le voilage permettant ainsi aux moustiques de 

piquer à travers les mailles. Imprégner les moustiquaires avec un insecticide de la famille des 

pyréthrinoïdes permet de compenser ces limitations (29). L’insecticide à plusieurs effets 

simultanés. A son contact, il repousse les moustiques (effet excito-répulsif), les éloignant ainsi 

du dormeur. Cet effet répulsif peut se manifester à distance (effet dissuasif) : il est alors 

probablement dû aux microparticules d’insecticide en suspension dans l’air. L’insecticide irrite 

aussi les moustiques, les empêchant de rester posés sur la moustiquaire à la recherche d’un 

orifice pour y pénétrer ou d’une partie du corps en contact avec le voilage (28). 

- Pulvérisations intra domiciliaires d’insecticides à effet rémanent (IRS) : Il s’agit d’une 

méthode de lutte antivectorielle efficace mais peu employée à cause du coût et de la logistique 

à employer. L’effet principal des insecticides est de tuer les moustiques quand ils pénètrent dans 

les maisons et se posent sur les surfaces traitées (moustiques endophages et/ou endophiles) (37). 
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Les pulvérisations ne sont ni efficaces ni utiles pour lutter contre les vecteurs qui préfèrent se 

poser à l’extérieur des habitations (moustiques exophiles). En revanche, elles pourraient être 

efficaces pour les moustiques qui piquent à l’extérieur (moustiques exophages) puis entrent 

dans les maisons pour se reposer après leur repas (moustiques endophiles). Les pulvérisations 

d’insecticide à effet rémanent dans les habitations sont essentiellement protectrices par l’effet 

insecticide de masse et l’effet dissuasif. Il s’agit donc d’une méthode de protection 

communautaire. Le choix de l’insecticide et de sa formulation doit tenir compte de la sensibilité 

des vecteurs locaux, du support (i.e. nature des surfaces traitées) et de la durée de rémanence 

souhaitée du produit, en particulier par rapport à la durée de la saison de transmission (37,38).  

Par ailleurs, il est important de surveiller et gérer l’utilisation de ces produits pour minimiser 

les risques pour la santé humaine et l’environnement. Des approches intégrées, combinant la 

lutte chimique avec d’autres méthodes comme la surveillance et l’éducation, sont généralement 

recommandées pour un contrôle efficace du paludisme. 

3.3.5. Appâts attractifs à base de sucre toxique (ATSB) 

3.3.5.1. Historique des ATSB (39) 

Les programmes de lutte contre les moustiques sont confrontés aux maladies transmises par les 

moustiques, à la résistance aux insecticides et à l'impact environnemental sur les organismes 

non ciblés. Cependant, les ressources sont limitées à quelques classes chimiques ayant des 

modes d'action similaires, ce qui a entraîné une résistance aux insecticides chez les populations 

de moustiques. Afin de mettre au point un nouvel outil pour les programmes de lutte contre les 

moustiques, qui permet de lutter contre ces derniers, tous en combattant les problèmes de 

résistance aux insecticides et qui a un faible impact sur les organismes non ciblés, de nouvelles 

méthodes de lutte contre les moustiques, telles que les appâts attractifs à base de sucre toxique 

(ATSB), sont en cours d'élaboration. Alors que l'appâtage (attirance, accrochage) des insectes 

pour dissuader un comportement ou induire la mortalité n'est pas un concept nouveau, puisqu'il 

a été introduit pour la première fois dans des écrits datant de 77 après J.-C. par Pline, dans 

Historia Naturalis (39). Le concept d'appâts attractifs a pris son essor en 1925, des centaines de 

composés aromatiques attractifs ont été évalués pour détourner les insectes des vergers de leur 

source de nourriture naturelle. D'autres études sur les appâts ont démontré qu'un attractif n'était 

pas suffisant pour induire l'alimentation et qu'un stimulant pouvait être nécessaire pour assurer 

la consommation des appâts. 



Evaluation de l’efficacité des appâts attractifs à base de sucre toxique (ATSB) sur les différents génotypes du gène KDR chez 

Anopheles arabiensis au Mali 

15 
 

 L’attraction des moustiques au moyen d'appâts sucrés toxiques (ATSB) s'est rapidement 

développé au cours des 60 dernières années. L'apparition des insecticides de synthèse dans les 

années 1940 a révolutionné la manière dont la lutte antivectorielle était menée. Tout au long des 

années 1950 et 1960, les traitements insecticides à grande échelle ont permis de faire reculer de 

nombreuses maladies à transmission vectorielle (40). Les programmes de lutte antivectorielle 

ont commencé à s'essouffler avec la disparition globale de nombreuses maladies à transmission 

vectorielle dans les années 1960. L'augmentation des voyages et commerces internationaux au 

cours des dernières décennies a créé davantage de voies de propagation pour les vecteurs et les 

maladies qui leur sont associées. Ainsi l’OMS a exhorté le programme de lutte antivectorielle 

à promouvoir et mettre en œuvre de nouvelles stratégies de gestion des vecteurs du paludisme 

en complément des stratégies existantes.   

3.3.5.2. Concept des ATBS 

La conception des appâts attractifs toxiques sucrés (ATSB) pour la lutte contre les moustiques 

implique généralement la combinaison d’éléments attractifs et toxiques (39). Les éléments 

attractifs ou encore l’appâtage peuvent inclure des composés imitant des signaux chimiques 

émis par les hôtes (humains ou animal) par la chaleur corporelle, ou leurs comportements 

alimentaires liés au sucre ont été étudiés, montrant ainsi que les moustiques, tout comme les 

autres diptères, peuvent rechercher des sources d'hydrates de carbone dans l’environnement 

dans les nectaires (floraux et ou extrafloraux), les fruits pourris ou fraîchement abîmés, et y 

revenir tout au long de leur vie. Ce comportement de recherche de sources sucrées peut être 

utilisée dans le cadre de la lutte contre les moustiques.  

En règles générale, les moustiques mâles et femelles doivent avoir impérativement une réserve 

d’énergétique constituée d’hydrates de carbone permettant ainsi la survie de l’espèce mais aussi 

dans le soutient des nombreuses activités comme le vol, la ponte, l’essaimage etc. Tandis que 

les substances toxiques sont souvent des insecticides tels que (l’ivermectine, le malathion, le 

bendiocarbe, le pyriproxyfène, le fipronil, le Dinotéfurane etc.), létaux après avoir été ingérés 

par les moustiques. Ces appâts sont conçus pour être irrésistible, incitant les moustiques à se 

nourrir et à être exposés aux toxines, contribuant ainsi à la réduction des populations de 

moustiques vecteurs de maladies. Les stations ATSB sont de forme rectangulaire avec une 

membrane noire (subdivisée en 16 cellules contenant la substance) un peu dure ou molle, bordée 

de blanc (Fig. 3). La formulation précise dépend des espèces de moustiques ciblées et des 

conditions environnementales (10,39–41). 
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Figure 3. Photo de la station d’ATSB (A : vue de face ; B : vue de dos) (MRTC) 

 

3.4. Resistance des vecteurs aux insecticides 

La résistance des vecteurs du paludisme aux insecticides est un problème croissant. Les 

moustiques en particulier du genre Anopheles, développent une résistance aux insecticides 

couramment utilisés dans les moustiquaires et les pulvérisations intra domiciliaires. Cela 

compromet l’efficacité des stratégies de lutte antipaludique. Les autorités sanitaires travaillent 

sur la mise en œuvre de méthodes alternatives et la recherche de nouveaux insecticides pour ce 

défi (42).  

3.4.1. Resistance enzymatique 

La résistance enzymatique des anophèles vecteurs du paludisme constitue une facette cruciale 

du défi croissant dans la lutte antipaludique. Ces moustiques ont développés des mécanismes 

enzymatiques à travers les enzymes tels que le Cytochrome P450  (CYT P450), les estérases, les 

oxydases et les glutathion-S-transférase qui sont impliquées dans les processus de 

détoxification ou de métabolisation des insecticides, réduisant leur effet létal   (43). Comprendre 

les mécanismes moléculaires de cette résistance enzymatique est essentiel pour concevoir des 

approches de lutte antivectorielle du paludisme plus efficaces et adaptées face à la résistance 

des vecteurs aux insecticides.  
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3.4.2. Resistance cuticulaire 

La résistance cuticulaire chez les anophèles, vecteurs du paludisme, fait référence à la capacité 

de ces moustiques à développer une résistance contre certains insecticides appliqués sur leur 

cuticule  qui est  la couche externe de leur corps (44). Tel est le cas d’une souche d’Anophele 

gambiae MRS exempter de mutation KDR, présentant une résistance face au pyréthrinoïde et 

au DDT. Une résistance métabolique basée sur une activité du CYP450 accrue pourrait 

également jouer un rôle à la résistance cuticulaire. Les essais de pénétration des insecticides ont 

montré que les quantités d'insecticide étaient significativement plus faibles dans la souche MRS 

que dans le témoin sensible. L'analyse des niveaux des transcrits sélectionnés par PCR ont  

montré que le CYP6M2 est un métaboliseur majeur des pyréthrinoïdes et que le CYP4G16 est 

un gène impliqué dans la résistance par sa contribution à la biosynthèse élevée de l'épithélium 

et des hydrocarbures épicuticulaires également élevés qui retardent l'absorption de l'insecticide 

(44). L’analyse microscopique a montré que les couches de cuticules de la souche MRS étaient 

significativement plus épaisses que celles de la souche sensible. Cette résistance peut 

compliquer les efforts de la lutte antivectorielle, nécessitant une adaptation constante des 

stratégies de contrôle.    

3.4.3. Résistance comportementale 

La résistance comportementale chez les anophèles est sous étudiée du fait que les stratégies 

traditionnelles de lutte antivectorielle se concentrent souvent que sur la résistance des 

insecticides. L’émergence de comportements adaptatifs chez ces moustiques vecteurs offre un 

défi supplémentaire. Cette résistance comportementale se manifeste à travers des changements 

dans des schémas d’alimentation, de repos et de reproduction des anophèles à la suite 

généralement d’une couverture à grande échelle des MILDA ou de la PID (45,46) ;  influençant 

directement l’efficacité de ces méthodes de lutte.  

3.4.4. Résistance par modification de la cible des insecticides (ou Resistance 

physiologique)   

La résistance par modification de la cible des insecticides ou résistance physiologique des 

anophèles vecteurs du paludisme, est de loin la résistance la plus étudiée. Les insecticides cibles 

principalement les récepteurs ou des enzymes du système nerveux tel que 

l’acétylcholinestérase, le canal Sodium voltage dépendant et les récepteurs GABA. Une 

modification au niveau de ces récepteurs empêchant ainsi l’insecticides à atteindre sa cible va 

conférer une résistance du moustique non seulement une résistance à cet insecticide mais aussi 
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à tous les insecticides qui agissent sur la même cible (on parlera alors de résistance croisée). A 

titre d’exemple on peut citer les mutations KDR et ace-1 (47). 

3.5. Gene Kdr 

Le gène Kdr (Knockdown Resistance) chez Anopheles gambiae s.l, également connu sous le 

nom de gène du récepteur à la dérivée de la kallikreïne, joue un rôle crucial dans la réponse des 

moustiques aux insecticides (48). Ces gènes dont les variantes les plus notables incluent L1014F 

et L1014S modifiant les canaux sodiques, influençant ainsi leur sensibilité aux méthodes de 

lutte antivectorielle. Les variations génétiques dans ce gène peuvent entrainer une résistance en 

particulier aux pyréthrinoïdes, perturbant ainsi les efforts visant à contrôler les populations de 

moustiques vecteurs du paludisme. Elle est due à une diminution de l'affinité entre l'insecticide 

et son site de fixation sur le canal sodium voltage dépendant (CNaVdp) qui est une protéine 

transmembranaire de 1800 acides aminés (47). La compréhension de ces mécanismes 

génétiques est essentielle pour développer des stratégies efficaces de lutte contre le paludisme. 

3.5.1. Kdr Ouest 

L'utilisation intensive d'insecticides dans la santé publique et l'agriculture a conduit à la 

sélection de la résistance aux insecticides des vecteurs du paludisme dans les pays d'Afrique 

subsaharienne au cours des deux dernières décennies. La mutation du point de site cible Kdr 

qui est l'un des meilleurs mécanismes de résistance caractérisés semble changer ses schémas de 

distribution sur le continent africain (49). Ce mécanisme de résistance a été identifié pour la 

première fois chez la mouche de la maison Musca domestica   et a été appelé résistance à l'arrêt 

ou Kdr, des analyses ultérieures ont démontré que Kdr était dû à une leucine remplacer par la 

phénylalanine (L1014F) substitué dans le segment transmembranaire 6 du domaine II du canal 

sodique, le locus Kdr se situant dans le domaine IIS4-IIS6 du gène codant le canal sodium 

voltage dépendant (49,50). Cette mutation a été découverte pour la première fois en Afrique de 

l’ouest chez An. gambiae et baptisée Kdr-ouest (51). 

3.5.2. Kdr Est 

A l’instar de la résistance Kdr au DDT et aux pyréthroïdes chez les principales espèces vectrices 

ouest-africaines d’Anopheles gambiae s.l caractérisée par la mutation en position 1014 du gène 

du canal sodique voltage-dépendant [substitution de leucine-phénylalanine (L1014F)], une 

mutation similaire dans cette même position caractérisée cette fois-ci par la substitution de 
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leucine par la sérine (L1014S) a été découverte en Afrique de l’est. Elle est communément 

appelée Kdr-est (52). 

Si la première mutation (Kdr-ouest) semblait se limiter qu’en Afrique de l'Ouest et chez An. 

gambiae (anciennement appelées An. gambiae forme S), elle a depuis été signalée en Ouganda, 

tandis que la seconde (Kdr-ouest), enregistrée à l'origine au Kenya, a été récemment trouvée au 

Gabon, au Cameroun et en Guinée équatoriale. Cependant chez les populations d’An. coluzzii 

(anciennement appelées An. gambiae forme M) étudiées à ce jour, seule la mutation L1014F a 

été trouvée, bien que moins répandue et à des fréquences plus faibles que dans les populations 

sympatriques d’ An. gambiae (anciennement appelées An. gambiae forme S) (53–55).   

3.6. Détermination de la présence de sucre chez les moustiques 

Le sucre est une ressource importante pour les moustiques adultes et constitue leur principale 

source de nourriture, sa consommation prolonge la durée de vie des moustiques (56). Elle 

affecte également la fréquence des piqures et joue un rôle important dans la dynamique de la 

transmission des pathogènes (57). A travers un test appelé anthrone il est possible d’évaluer la 

présence de sucre dans un moustique. L'anthrone est une cétone aromatique tricyclique utilisée 

pour un test commun sur la cellulose et dans la détermination colorimétrique des hydrates de 

carbone. Les tests à l'anthrone froid détectent le fructose, qui est le seul sucre présent dans 

l'organisme du moustique. Le fructose est un sucre provenant uniquement des plantes et non 

généré par le moustique (58). 

Les tests anthrone chaud, en revanche détectent la présence de glycogènes et de plusieurs autres 

sucres, tel que le glucose et le tréhalose, qui peuvent provenir métaboliquement soit de repas 

sucrés, soit de repas sanguins, et ne sont donc pas des indications précises de l’alimentation en 

sucre végétal. Les moustiques digèrent rapidement les sucres, et le test de l’anthrone froid est 

donc limité par le fait qu’il doit être effectué à l’aide d’un appareil de mesure de la température 

peu de temps après la consommation du sucre avant que celui-ci ne puisse être modifié 

métaboliquement (58,59). 

 Après avoir collecté les moustiques, les échantillons ont été congelés en les plaçant sur de la 

glace immédiatement, afin de minimiser la digestion du sucre. La préparation du réactif 

d’anthrone se fait comme suit : Ajouter 150 ml de H₂O distillé dans un erlenmeyer de 1L. 

Refroidir l'erlenmeyer dans de la glace pendant une vingtaine de minutes et ajouter lentement 

avec précaution 380 ml d'acide sulfurique concentré à 97%. Le mélange d'acide sulfurique et 

de l'eau entraîne une réaction exothermique ; il convient donc de suivre les protocoles de 
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sécurité appropriés. Tout en utilisant une hotte chimique, ajouter 750 mg d'anthrone à l'acide 

sulfurique dilué et mélanger sur la plaque.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Evaluation de l’efficacité des appâts attractifs à base de sucre toxique (ATSB) sur les différents génotypes du gène KDR chez 

Anopheles arabiensis au Mali 

21 
 

4. MATERIEL ET METHODES 

4.1. Site d’étude  

L’étude s’est déroulée au Centre de Recherche et de Formation sur le paludisme (MRTC : 

Malaria Research and Training Center). L’élevage des anophèles, la sélection des anophèles, 

les tests de biologie moléculaire et les tests de gorgeage ont été réalisés entre l’insectarium et 

le laboratoire. 

La collecte des anophèles utilisés au cours de cette thèse a été réalisée dans le village de Gouna 

(10°43'0" N et 8°1'60" O) situé dans le cercle de Kangaba à environ 129 Km de Bamako. 

 

Figure 4. Carte illustrative du site d’étude 

4.2. Type et période d’étude 

Il s’agissait d’une étude expérimentale de laboratoire allant de septembre 2023 à octobre 

2024.   
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4.3. Population d’étude 

Au cours de cette étude nous avons utilisé une population d’Anopheles arabiensis.   

4.3.1. Capture des anophèles dans le village de Gouna 

Après le consentement éclairé avec les notabilités du village de Gouna, 10 jours ont été choisi 

au hasard pour la collecte des femelles Anopheles gambiae s.l. gorgées, semi-gorgées et 

gravides. Pour la collecte, un operateur muni de torche, d’aspirateur à bouche, de pot en papier 

pénétrait à l’intérieure de la maison, inspectait les murs et le plafond, les endroits sombres, sous 

le lit et les meubles, les habits accrochés à la recherche d’anophèles. L’opérateur se déplaçais 

dans le sens contraire des aiguilles d’une montre. A la vue d’un moustique il rapprochait 

prudemment son aspirateur à 2cm de ce dernier et l’aspirait de manière rapide. Une fois le 

moustique aspiré il était transféré dans le pot en papier. A la fin de la collecte les moustiques 

dans les pots en papier étaient transférés dans de grandes cages cubiques (30cmx30cmx30cm) 

ou cylindriques recouvertes de tulle moustiquaire avec une des faces comportant une ouverture 

pourvue d'un manchon permettant d’effectuer diverses manipulations. Le nom du village, la 

date de collecte et les noms des opérateurs étaient marqués sur les grandes cages. Un coton 

imbibé de jus sucré de 10% était déposé sur la cage afin de nourrir les moustiques collectés. 

Une serpillère humide recouvrait la cage qui était ensuite déposer dans une glacière, et 

transporter délicatement à l’insectarium à Bamako.   
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Figure 5. Photo du matériel de capture des anophèles sauvages (MRTC) 

4.3.2. Elevage des anophèles à l’insectarium 

L'insectarium se compose d'une grande pièce pour l'élevage des anophèles adultes et de deux 

petites pièces annexes pour l'élevage des différents stades pré imaginaux. Un thermomètre 

permet de contrôler la température des pièces qui est maintenue entre de 27 ± 2°C à l’aide d’un 

thermostat. Un psychromètre permet de mesurer l’humidité relative qui est maintenue stable 

entre 80 ± 5 % à l'aide de bacs remplis d'eau posés sur le sol. Pour la photopériode, un régime 

de 12 heures de lumière (7h00 à 19h30 grâce à un néon) et 12 heures d’obscurité était maintenue 

quotidiennement à l’insectarium.  

Les cages contenant les femelles anophèles une fois à l’insectarium, était laissées pendant 24 à 

48 heures afin d’avoir un maximum de femelles gravides. A la fin des 24 à 48 heures un pondoir 

contenant une petite quantité d'eau était placé dans la cage. Après la ponte, le pondoir était retiré 

et les œufs transférés dans des bacs. Après l’éclosion des œufs, les larves de stade I ont été 

réparties par lots de 100 individus dans des bacs d'élevage. Celles-ci ont été nourries avec une 

poudre riche en protéines et en substances minérales (Tetra Baby Fish Food®) diluée dans une 

faible quantité d'eau et versée dans les bacs en proportion variable suivant le stade larvaire. A 

l’apparition des nymphes, l’alimentation a été arrêté. Les nymphes ont été collectées, sexer 
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(mâles et femelles), regroupées selon le sexe dans un pot contenant de l’eau. Les pots ont été 

déposé dans des cages d’émergence avec un coton imbibé de jus sucré à 10% sur le tulle afin 

de nourrir les jeunes imagos. Cette manipulation permettait d’avoir des mâles vierges et des 

femelles vierges permettant plus tard de faire un accouplement forcé.    

4.3.3. Identification des espèces anophèles F1 

Nous avons réalisé une réaction de polymérisation en chaine (PCR) décrite par Wilkins  et 

collaborateurs (60). Afin de déterminer le statut d’espèces des anophèles F1 à partir des pontes 

individuelles de femelles F0 collectées sur le terrain. Cette détermination du statut d’espèce des 

F1 est rendue possible à cause de la rareté des hybrides Anopheles arabiensis/Anopheles 

coluzzii ou Anopheles arabiensis/Anopheles gambiae. En effet, bien que ces espèces soient 

retrouvées dans les mêmes localités et parfois dans les mêmes essaims d'accouplement (61), les 

hybrides entre ces deux espèces sont très peu fréquents (<0,1%) (62–65). Seulement les 

moustiques révélés comme Anopheles arabiensis ont été conservés pour la suite de notre étude. 

 

Figure 6. Gel électrophorèse présentant les statuts d’espèce (100 bp : marqueur moléculaire 

de 100 paires de bases ; M : Anopheles coluzzii ; A : Anopheles arabiensis ; S : Anopheles 

gambiae ; C- : contrôle négatif) 

4.3.4. Accouplement forcé et mise en ponte des F1 

4.3.4.1. Principe 

Des moustiques femelles Anopheles arabiensis non fécondées, anesthésiées et récemment 

gavées de sang sont inséminées par copulation induite avec des mâles décapités.  

4.3.4.2. Objectif 

L’accouplement forcé vise à : 

- Maintenir des colonies de laboratoire d’espèces eurygames. 

- Identifier les espèces apparentées.  

- Etudier le modèle d’hérédité de différents caractères.  
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4.3.4.3. Technique macroscopique 

La copulation est observée à l’œil nu, par la manipulation du mâle épinglé latéralement à travers 

le thorax à l’aide de fines épingles fixées à l’extrémité de manches en bois. 

4.3.4.3.1. Matériel 

- Porte-aiguilles en bois avec épingles fines et poignées en bois. 

- Ether ou dioxyde de carbone, ou encore le diéthyl éther et tubes à essai 

-  Boite de pétri pour couvrir les femelles anesthésiées. 

-   Ciseaux fins. 

- Gobelets en papier. 

4.3.4.3.2. Procédure  

- Anesthésier les mâles. 

- Passer une épingle latéralement à travers le thorax du mâle.  

- Apres avoir fixé un nombre donner de mâles sur des épingles, leur couper les pattes et la tête. 

- Anesthésier les femelles. 

- Placer les femelles sur une feuille de papier blanc et les disposer de façon à ce que la face 

ventrale soit en haut. 

- Manipuler, selon la méthode proposée ci-dessous, le mâle face ventrale vers le bas et toucher 

le terminal femelle à un angle d’environ 45 degré. 

- Lorsque le mâle est fermement attaché à la femelle, transférer le couple dans un gobelet en 

papier, en laissant la femelle se rétablir à l’intérieur. 

Le couple peut être retiré de l’épingle en brossant le mâle contre le bord du trou de la 

moustiquaire. Les moustiques se sépareront après la fin de l’anesthésie. 
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Figure 7. Accouplement forcé des anophèles (A : Ensemble des étapes B : Mâle et femelle 

accouplés ; C : Femelle déposée dans un pondoir individuel ; D : Lot de pondoirs individuels 

avec du jus sucré) 

 

4.3.5. Sélection de la population d’étude 

4.3.5.1. Détermination du statut de résistance des parents F1  

- Extraction de l’ADN 

Après la ponte, les anophèles femelles et les mâles ayant servi à l’insémination ont été stockés 

individuellement dans des tubes Eppendorf®, étiquetés en gardant les relations de couple et 

conservés à – 80°C avant les tests génomiques.  

L’amplification de l’ADN de chaque moustique a été réalisée à partir d’une patte prélevée sur 

le moustique, déposée dans le puits d’une plaque. Une Solution d’amplification d’ADN 

génomique [Pure Link ADNzol Direct (66)  (voir annexe1)] a été ajoutée sur la patte afin de 

permettre l’amplification.     
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- Réaction de Polymérase en Chaine (PCR) – Kdr ouest 

L’identification moléculaire de la mutation Kdr ouest a été réalisée par la PCR sur les parents 

afin de déterminer le génotype de la descendance. Les amorces AgD1 

5’ATAGATTCCCCCGACCATG 3’, AgD2 5'AGACAAGGATGATGAACC 3', Ag D3 5' 

AATTTGCATTACTTACGACA 3'et AgD4 5'CTGTAGTGATAGGAAATTTA 3' ont été 

utilisées pour amplifier les allèles Kdr de moustiques individuellement. Un volume de 2µl de 

l'ADN total extrait du moustique a été utilisé comme matrice dans une réaction PCR de 15 µl 

contenant 7,5 µl de HS taq mix red ; 0,5 µM d'amorces AgD4 et AgD3 ; 0,3 µM d'amorces 

AgD1 et AgD2. Les conditions d’amplification étaient : 94°C pendant 5 min puis trente cycles 

de 94°C pendant 25 s, 55°C pendant 20 s et 72°C pendant 8 s avec une extension finale de 10 

min à 72°C (51). 

 

Les fragments amplifiés ont été analysés par électrophorèse sur gel d'agarose à 1,5 % et 

visualisés sous lumière UV. La paire d'amorces Agd1/Agd2 flanque le gène Kdr en amplifiant 

un produit de 293 pb comme témoin. La paire d'amorces Agd3/Agd1 ne s'apparie qu'avec la 

partie résistance du Kdr gène pour amplifier un fragment de 195pb. Le couple Agd4/Agd2 ne 

s'associe qu'à la partie du gène sensible en amplifiant un fragment de 137 pb (51). 

 

Cette PCR fut accompagnée d’une seconde PCR confirmant le statut d’espèces Anopheles 

arabiensis des parents F1. 

  

4.3.5.2. Regroupement des anophèles d’intérêt  

Le regroupement d’anophèles d’intérêt ici consistait à regrouper après PCR entre eux les œufs 

de la deuxième génération (F2) d’Anopheles arabiensis sensibles homozygotes (SS) issus de 

croisement des parents ayant des génotypes eux-mêmes SS après PCR,  les œufs d’Anopheles 

arabiensis homozygotes F2 résistants (RR) issus aussi de croisement des parents ayant des 

génotypes eux-mêmes RR et enfin les œufs d’Anopheles arabiensis hétérozygotes F2 (RS) issus 

de croisement des parents ayant des génotypes RR et SS. Nos tests d’exposition aux ATSB 

seront réalisés avec les F2 d’individus sensible SS issus des F2 SS, d’individus RR issus de F2 

RR et des individus RS issus du croisement des RR et SS de F2. 
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4.4. Test d’exposition aux ATSB 

Pour l’évaluation de l’efficacité de ATSB dans la lutte contre le vecteur du paludisme, une étude 

expérimentale a été réalisée. Pendant cette période d’étude, 3 tests ont été réalisés avec les trois 

génotypes du gène Kdr (RR = résistants homozygotes, RS = résistants hétérozygotes et les SS 

= sensibles homozygotes) utilisant 50 moustiques par génotypes et par test (des femelles et des 

mâles). Les moustiques ont été préalablement triés et placés dans de petits pots en carton avec 

une fermeture en tulle moustiquaire. Sur le tulle du pot, un coton suffisamment imbibé d’eau 

simple était déposé sur la cage au moins 12h de temps avant le début de l'expérience. Les 

moustiques morts au cours de la mise à jeun étaient remplacés avec ceux des pots de réserve.  

Des types de cages BugDorm de forme cubique de dimension 30cm x 30cm x 30cm étaient 

utilisées pour les expériences. Ces tests étaient effectués dans les conditions de l'insectarium 

(une température de 27 ± 2°C, une humidité relative de 80 ± 5% et un régime lumineux de 12 

h de lumière et 12 h d’obscurité). Placer de façon verticale sur une paroi de la cage, les stations 

ATSB étaient collées au cadre de la cage à l’aide de ruban adhésif. Les 50 moustiques (femelles 

et mâles) à jeun étaient libérés dans la cage de test. Nous avons effectué un contrôle test : avec 

une solution glucosée à 10% mimant une station ATSB mais non toxique afin de vérifier l’effet 

de la mortalité naturelle chez les moustiques.  

  

Figure 8. Photo de la cage BugDorm (A : Cage contenant une station ATSB, B : Ensemble 

des cages utilisées pour les tests 
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4.5. Test anthrone et détermination des taux de mortalité des populations d’An. 

arabiensis à 24 h et 48h après exposition à l’ATSB 

Nous avons réalisé un test anthrone à chaud (58,59) sur tous les moustiques morts et vivants à 

la fin du test afin de déterminer la présence de sucre (solution ATSB). Seulement les moustiques 

ayant pris la solution d’ATSB ont été gardé et utilisé pour la détermination des taux de 

mortalités. La détermination du taux de mortalité des moustiques 24h et 48h après leur 

exposition à la membrane ATSB se faisait à l’aide d’un microscope à UV dans l’obscurité. La 

positivité au test ATSB était appréciée par la présence de fluorescéine verte au niveau de 

l’abdomen et du thorax des moustiques. Les moustiques non fluorescents (absence de 

fluorescéine) au microscope UV étaient considérés comme négatifs. 

Le taux de mortalité a été déterminé selon la formule suivante : 

 

 

Tm= Taux de mortalité 

n(24h) = Nombre des moustiques morts à 24h et colorés 

n(48h)= Nombre des moustiques morts à 48h et colorés 

N= Nombre de moustiques exposés  

4.6. Correction des mortalités par la formule d’Abbott   

La correction de la mortalité est obligatoire dans certains cas de figure. En effet, si : 

- La mortalité des témoins (contrôles) est inférieure à 5%, il n’y a pas de correction de la 

mortalité ;   

- La mortalité des témoins (contrôles) est supérieure à 5% et inférieure à 20%, elle est corrigée 

par la formule d’Abbott (voir ci-dessous) 

- La mortalité des témoins (contrôles) est supérieure à 20%, le test est repris. 

Formule d’Abbott :   MC =
(𝑀.𝑜𝑏𝑠−𝑀.𝑇𝑒𝑚)

(100−𝑀.𝑇𝑒𝑚)
 𝑋 100                                                  

MC = Mortalité corrigée 

M.obs = Mortalité observée 

M.Tem = Mortalité des témoins (ou Contrôles)  
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4.7. Collecte, saisie et analyse des données 

La collecte des données a été réalisée à partir des fiches préétablies et analysée avec le logiciel 

Microsoft® Excel 10.  

Les données ont été analysées avec le logiciel R version 2024.09.1+394. Le test de khi deux a 

été utilisé pour la comparaison des proportions avec la significativité fixée à 0,05 (P ≤ 5 %). 

Les résultats ont été présentés sous forme de figures et tableaux. 

4.8. Considérations éthiques    

Notre protocole avant son exécution a été soumis et approuvé par le comité d’éthique de la 

FMOS/FAPH sous la référence Nº 2021/124/CE/USTTB. 

Un consentement écrit des propriétaires de chaque maison a été obtenu avant la collecte des 

moustiques. 
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5. RESULTATS 

5.1. Résultats globaux  

Au total, nous avons utilisé 378 moustiques jeunes et bien portant de 3 à 5 jours, issus de la 

deuxième génération (F2) dont 300 exposés à l’ATSB repartis en 6 cages de 50 moustiques (25 

mâles et 25 femelles) soit 2 réplicas pour chaque génotypes (RR, RS et SS).  

Pour les témoins, 26 moustiques (13 mâles et 13 femelles) ont été utilisés par différents 

génotypes (RR, RS et SS) soit un total de 78 moustiques repartis en 3 cages, exposés au jus 

sucré concentré à 10% pendant les 48 heures du test.  

5.2. Mortalité à 24 heures et à 48 heures 

  

Légende : RR= Résistant Homozygote RS= Résistant Homozygote SS= Sensible Homozygote  

Figure 9. Taux de mortalité à 24 heures et 48 heures 

A 24 heures, le taux de mortalité observée était supérieur ou égale à 96% chez les moustiques 

des génotypes RR, RS et SS exposés à l’ATSB. Cependant à 48 heures, la mortalité atteignait 

100% pour tous les génotypes, confirmant l’efficacité de la solution testée. 
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Dans les groupes contrôles, le taux de mortalité des génotypes RR était de 3,85% (inférieur à 

5%), ce qui valide le test sans nécessiter de correction. En revanche, les taux de mortalité des 

génotypes RS et SS étaient respectivement de 19,23% et 11,54% (soit compris entre 5% et 

20%), par conséquent, les données des tests pour ces deux génotypes ont été corrigées en 

utilisant la formule d’Abbott, conformément aux standards d’analyse.      

5.3. Correction de la mortalité à 24 heures et à 48 heures 

 

 
Figure 10. Correction du taux de mortalité à 24 heures et 48 heures 

 

A 24 heures, le taux de mortalité des génotypes RR était de 96%, cette valeur n’a pas été 

corrigée vu que le taux de mortalité des témoins était inférieur à 5%. Quant à ceux des génotypes 

RS et SS, ils étaient respectivement de 98,76% et 100% après correction.  

A 48 heures le taux de mortalité des différents génotypes était de 100% pour l’ensemble du test. 
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5.4. Interprétation de la mortalité à 24 heures et à 48 heures 

 

Tableau 1. Interprétation des taux de mortalité à 24 heures et 48 heures 

Période Génotype Mortalité Interprétation 

 

 

24 heures 

RR 96% Résistance possible 

RS 98.76% Sensible 

SS 100% Sensible 

 

 

48 heures 

RR 100% Sensible 

RS 100% Sensible 

SS 100% Sensible 

 

En s'alignant sur l’interprétation des tests de mortalité à travers un insecticide, des critères de 

résistance établis dans le protocole standard de l’OMS, ont été observés (67) :  

- entre 98 et 100% de mortalité indique que les individus sont sensibles, 

- entre 90 et 97% de mortalité indique une résistance possible et 

- < 90% indique que les individus sont résistants. 

 Nous constatons que seulement les moustiques de génotypes RR présentaient une résistance 

possible à l’ATSB à 24 heures avec un taux de mortalité de 96%. A 48 heures cependant, ces 

moustiques de génotypes RR étaient tous sensibles. 

Les autres génotypes (RS et SS) étaient sensibles à l’ATSB dès 24 heures. 
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5.5. Mortalité à 24 heures et à 48 heures selon le sexe 

 
Figure 11. Taux de mortalité à 24 heures et 48 heures selon le sexe 

 

Au niveau des moustiques tests :  

-   A 24 heures, le taux de mortalité des génotypes RR mâles était de 100% alors que celui des 

moustiques femelles était de 92%. Cependant à 48 heures, ce taux de mortalité était de 100% 

pour les deux sexes. 

-   Chez les génotypes RS, le taux de mortalité des moustiques mâles était de 100% à 24 heures 

alors que celui des femelles était de 98%. A 48 heures, le taux de mortalités des deux sexes était 

de 100%.  

-  Pour les génotypes SS, le taux de mortalité à 24 et 48 heures était de 100% pour les deux 

sexes.   

Au niveau des moustiques témoins (contrôles) :  

-   le taux de mortalité des génotypes RR mâles était de 7,69% (soit compris entre 5% et 20%, 

nécessitant une correction de la mortalité du génotype RR mâle des moustiques du test). 

Toutefois ce taux de mortalité chez les femelles était de 0% (< 5%). 
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- Pour nos génotypes RS, les taux de mortalité des moustiques mâles et femelles étaient 

respectivement de 19,23% et 15,38% (compris entre 5% et 20% ; nécessitant une correction de 

la mortalité de ces génotypes dans les tests).  

- Enfin chez les génotypes SS, les taux de mortalité des mâles et des femelles étaient 

respectivement de 15,38% et 7,69%. (Compris entre 5% et 20% ; nécessitant une correction de 

la mortalité de ces génotypes dans les tests).  

 

5.6. Correction de la mortalité à 24 heures et à 48 heures selon le sexe 

 
Figure 12. Correction des taux de mortalité à 24 heures et 48 heures selon le sexe 

 

Vu les taux de mortalité des génotypes dans le test témoins, la correction des taux de mortalité 

des moustiques tests ne portait que sur les génotypes RR mâles, les génotypes RS mâles et 

femelles et les génotypes SS mâles et femelles à 24 heures. 

Après correction par la formule d'Abbott, le taux de mortalité des génotypes RR mâles était 

toujours de 100%. Ce taux après correction était également de 100% pour les moustiques mâles 

et femelles des génotypes RR et SS. 



Evaluation de l’efficacité des appâts attractifs à base de sucre toxique (ATSB) sur les différents génotypes du gène KDR chez 

Anopheles arabiensis au Mali 

36 
 

5.7. Interprétation de la mortalité à 24 et 48 heures selon le sexe 

Tableau 2. Mortalité corrigée en fonction du sexe à 24 et 48 heures 

Temps Génotypes Sexes Mortalité (%) Interprétation 

 

 

24 heures 

 

RR Male 100% Sensible 

Femelle 92% Résistance possible 

RS Male 100% Sensible 

Femelle 97,64% Résistance possible 

SS Male 100% Sensible 

Femelle 100% Sensible 

 

 

48 heures 

RR Male 100% Sensible 

Femelle 100% Sensible 

RS Male 100% Sensible 

Femelle 100% Sensible 

SS Male 100% Sensible 

Femelle 100% Sensible 

 

L'ensemble de nos moustiques étaient sensibles à l'ATSB exceptés les moustiques femelles de 

génotypes RR et RS à 24 heures. Cependant à 48 heures, tous les génotypes indifféremment de 

leurs sexes étaient sensibles à l'ATSB.  
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6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION 

Ce travail découle d’un projet de recherche (ATSB) financé par le programme IVCC et exécuté 

par l’UCRC.   

La lutte antivectorielle occupe une place importante dans le combat contre les maladies à 

transmission vectorielle telles que le paludisme. Malheureusement elle reste limitée face à des 

vecteurs exophages (piquants à l'extérieur des habitations) et à des heures où les populations ne 

sont pas encore protégées par leurs moustiquaires imprégnées ou encore par le développement 

croissant de la résistance des vecteurs aux insecticides telle la résistance Kdr, maintenant une 

transmission (résiduelle) du paludisme. Il est donc nécessaire de diversifier les approches et les 

outils de lutte afin d’apporter d’éventuelles solutions aux problèmes actuels.  

Dans notre contexte, l'étude sur l’évaluation de l’ATSB s’était focalisée sur l’efficacité de ce 

nouveau moyen de lutte à travers les différents génotypes RR, RS et SS du gène Kdr chez 

Anopheles arabiensis, membre du complexe Anopheles gambiae. 

6.1. Mortalité globale à 24 heures et à 48 heures  

L’exposition de nos moustiques Anopheles arabiensis à l’ATSB a montré qu’à 24 heures déjà, 

les moustiques de génotypes RS et SS étaient sensibles avec un taux de mortalité variant entre 

98,76% et 100%. Seuls les moustiques de génotypes RR présentaient une résistance possible à 

24 heures selon l’interprétation de la mortalité pour les tests OMS de sensibilité aux 

insecticides.  

Toutefois, cette résistance possible ne peut pas être prise avec rigueur car il n’existe pas encore 

de doses standards pour le dinotéfurane, appartenant à la famille des néonicotinoïdes qui est la 

substance insecticide active utilisé (à la dose de 10 nanogrammes par microlitre) dans la 

confection des appâts attractifs toxiques sucrés (ATSB) en cours d’essai de phase 3 au Mali, au 

Kenya et en Zambie pour lutter contre les moustiques (68).  

Par ailleurs, il n’existe à ce jour, aucune norme spécifique ne définissant les seuils 

d’interprétation pour les tests oraux aux insecticides, contrairement aux tests de contact.  

De plus, nous avons obtenus 100% de taux de mortalité avec tous les génotypes à 48 heures y 

compris les RR. Ce résultat pourrait montrer une mort différée des génotypes RR (retardée) par 

rapport aux autres génotypes et pourrait s’expliquer par des modifications physiologiques chez 

les génotypes RR du fait du portage du gène de résistance Kdr. 
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6.2. Mortalité au niveau du sexe à 24 heures et à 48 heures 

Les moustiques mâles et femelles se nourrissent principalement de sucre provenant de nectar 

floral, du miellat et des fruits pour également acquérir l’énergie pour leur temps de vol. 

Cependant, seules les moustiques femelles ont besoin de repas de sang pour le développement 

de leurs œufs, donc impliquées  dans la transmission de différentes maladies (69). L’avantage 

des ATSB est qu’ils ciblent à la fois les moustiques mâles et femelles  en quête de nourriture 

dans l’environnement extérieur (70,71) ; et Anopheles arabiensis qui est réputé être un vecteur 

qui pique beaucoup plus à l’extérieur pourrait être éliminé par ce dernier. 

Apres l’exposition à l’ATSB, tous les moustiques mâles des différents génotypes Kdr (RR, RS 

et SS) mourraient au bout de 24 heures de même que les femelles de génotypes SS (sensibles 

homozygotes). Ce résultat est hautement significatif sachant bien que les mâles sont 

indispensables dans la reproduction chez les moustiques. Une sensibilité proche ou similaire 

obtenue en condition naturelle pourrait entrainer une diminution massive voir l’extermination 

de l’espèce ciblée vu qu’il a été déjà montré que les mâles se nourrissent plus fréquemment de 

repas sucré que les femelles (72). Cette mortalité de 100% à 24 heures chez tous les mâles 

pourrait également s’expliquer par le fait que les moustiques mâles dans la nature tout comme 

dans l’insectarium ont des capacités de survies inférieures à celles des femelles (73). 

Quant aux femelles de génotypes RR et RS dont le taux de mortalité variait entre 92% et 97% 

à 24 heures et égale à 100% à 48h, nous pensons comme évoquer ci-dessus la présence d’une 

mortalité différée due aux portage de l’allèle de résistance (R) comme cela a été rapporté  dans 

une étude similaire d’exposition d’une population de culex quinquefasciatus dans laquelle 

l’ATSB composé du Dinotefurane réduisait de 90% la mortalité des génotypes résistants dans 

une zone pyréthrinoïde-résistance en chine (74).   

De plus, nos taux de mortalité des mâles 100% et des femelles supérieurs ou égaux à 92% avec 

les ATSB à base de dinotéfurane sont nettement meilleurs que ceux des précédentes 

formulations d’ATSB à base d’acide borique 1% qui donnaient un taux de mortalité de 90% et 

93% respectivement chez les mâles et femelle d’An. gambiae s.l. (75). 

  

6.3. Efficacité de l’ATSB sur les différents génotypes d’Anopheles arabiensis 

Nous avons toujours trouvé durant nos tests d’exposition un taux des mortalité supérieur ou 

égal à 92% indépendamment du sexe et du génotype, montrant ainsi la capacité des ATSB à 
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attirer et tuer neuf (9) moustiques sur dix (10) en 24heures. En outre, la capacité des appâts 

attractifs toxiques sucrés (ATSB) à tuer les moustiques de génotypes résistants qui était meilleur 

que prévu (mortalité de plus de 90%). Les ATSB pourrait avoir un très grand impact dans la 

prévention et la lutte antivectorielle surtout dans les zones de forte résistance aux pyréthrinoïdes 

ou les outils de lutte classique (MILD et PID) restent inefficaces ou limités.  

Nos résultats suggèrent que les appâts attractifs toxiques sucré (ATSB) à base du Dinotéfurane 

réduisent significativement les génotypes résistants, sensibles et résistants-sensibles 

d’Anopheles arabiensis qui est une espèce réputée pour piquer beaucoup plus à l’extérieurs des 

maisons. Les ATSB pourraient être un outils efficaces dans la réduction de la transmission 

résiduelle du paludisme qui a toujours su échapper à la majorité des outils de lutte 

antivectorielle surtout ceux destinés à l’intérieur des maisons (76).   

Enfin, c’est la première fois qu’une étude montre l’efficacité des appâts attractifs toxiques sur 

les différents génotypes Kdr chez un anophèle vecteur, montrant ainsi de bonnes perspectives 

d’application dans la lutte contre les moustiques résistants, sensibles et résistants-sensibles.   

 

6.4. Limites de l’étude 

Parmi les limites de notre étude, nous pouvons citer : 

i)   l’impossibilité de savoir le moment de la prise exacte de la solution ATSB pour les 

moustiques retrouvés morts à 48 heures. 

ii)   l’impossibilité de savoir l’heure exacte de la mort des moustiques après la prise de la 

solution ATSB. 
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7. CONCLUSION 

Nous avons trouvé que l’effet des appâts attractifs toxiques sucrées (ATSB) était de 96% de 

mortalité pour les génotypes RR, de 98,76% pour les génotypes RS et enfin de 100% pour les 

génotypes SS d’Anopheles arabiensis. Les ATSB peuvent être déployés dans la lutte 

antivectorielle et dans les zones de résistance aux pyréthrinoïdes. 
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8. RECOMMANDATION 

Au terme de notre étude et compte tenu de nos résultats, nous recommandons : 

Aux autorités sanitaires maliennes  

-   De faire des plaidoyers pour l’utilisation de nouveaux outils même à titre expérimentale dans 

la politique nationale de lutte contre les maladies vectrices ; 

-   De planifier l’élaboration d’un plan stratégique de lutte contre le paludisme en promouvant 

les nouveaux outils de lutte antivectorielle ; 

Aux chercheurs du MRTC  

-    De mener des études similaires sur l’efficacité de l’ATSB sur d’autres espèces de moustiques 

vecteurs de maladies. 

Aux PNLP  

-   D’encourager et de financer le développement de nouveaux outils de lutte antivectorielle.  
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10. ANNEXES 

 Annexe1 : Protocole d’extraction d’ADN avec le DNAzol 

1. Homogénéiser le moustique avec 100 µl de DNAzol. 

2. Centrifuger pour 10 minutes à 15℃. 

3. Transférer le surnageant dans de nouveaux tubes et jeter l’ancien tube. 

4. Ajouter 50 µl d’éthanol 100 % dans chaque tube puis mixer en renversant gentiment environ     

5 fois (ne pas vortexer pour risque de casser l’ADN), incuber à la température ambiante pour 5 

minutes. 

5. Centrifuger pour 10 minutes à 15℃ et jeter le surnageant 

6. Ajouter 1ml d’éthanol 75% et renverser les tubes 5 fois pour laver l’ADN puis centrifuger 

pour 5 minutes à 15 ℃ et verser gentiment l’éthanol 75%. 

7. Répéter l’étape 6. 

8. Verser l’éthanol 75% et laisser au séchage jusqu’à la disparition du liquide à l’intérieur du 

tube (mais pas complètement sec sinon l’ADN serait difficile à resuspendre. 

9. Resuspendre l’ADN avec 100 µl d’eau ou ½ XTE. NB : Si le pellet est sec, laisser l’ADN 

pour la nuit à 4℃ pour maximiser la resuspension de l’ADN. 

10. Conserver à long therme à -20 et -80.  
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