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An.funestus: Anopheles funestes

An.gambiae: Anophleles gambiae

An.gambiae s.l: Anopheles gambiae sens large
An.quadriannulatus : Anopheles quadriannularus
CDC : center of desease control

cm: centimeétre

CSP: Circum Sporozoite Protein

DDT: Dichloro diphenil trichloroethane

ELISA : enzyme linked immuno-sorbent assay
FMPOS : faculté de médecine de pharmacie et d’odontostomatologie
g/m2 : gramme par meétre carre

IAS : indice d’antigéne sporozoitique

M: meétre

M2: meétre carre

m.a : agressivite

mg/m?2 : milligramme par métre carre

OMS: organisation mondiale de la santé
P.falciparum: Plasmodium falciparum

P. ovale: Plasmodium ovale

P. malariae : Plasmodium malariae

P. vivax : Plasmodium vivax

PCR : Polymérase Chain réaction

PID: pulvérisation intra domiciliaire

PMI : President’s Malaria Initiative

PNLP : programme national de lutte contre le paludisme

PNUD: programme des nations unies pour le développement
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RBM : Roll back malaria

RTI : Research Triangle Institutes, Inc.

TIE : taux d’inoculation entomologique

UNICEF : union des nations unies pour l’enfance

USAID: United-States Agency for International Development

% : pourcentage
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1-INTRODUCTION

Le paludisme est une maladie parasitaire fébrile causée par des
protozoaires du genre Plasmodium transmis par des moustiques du genre
Anopheles.

I1 existe quatre espéces plasmodiales pathogénes pour I'Homme:
Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale Pasmodium malariae
Plasmodium vivax. Une cinquiéme espéce, Plasmodium knowlesi, a été
décrite comme infectant ’homme (Singh, Kim Sung et coll. 2004). Les
vecteurs majeurs en Afrique sont les membres du complexe Anopheles
gambiae et le groupe Anopheles funestus (Touré, 1979).

Plus de 2,4 Milliards de personnes sont exposées au risque du paludisme
dans le monde avec 243 millions de cas par an (OMS, 2009). Le
paludisme tue a peu prés 1 million de personnes chaque année dans le
monde dont une majorité d’enfants de moins de cinq ans. L’Afrique est le
continent le plus touché, avec environ 85 % des cas de paludisme et plus

de 3000 déces par jour (OMS 2009).

Au Mali, le paludisme est la premiére cause de morbidité et de mortalité
chez les enfants de moins 5 ans avec des taux respectifs de 27,16 % et
26,13 % dans la population générale (PNLP, 2004).

Les pertes économiques dues au paludisme pour ’Afrique sont énormes.
Ce qui fait de cette maladie un véritable fléau qui freine le développement
du continent.

Les principaux vecteurs rencontrés sont les membres du complexe
Anopheles gambiae (abondants surtout en saison pluvieuse) et ceux du
groupe Anopheles funestus (fréquents en saison seéche) (Toure, et al.,
1979).

Ce modele de répartition temporelle des vecteurs au Mali favorise la

transmission continue du paludisme pendant toute 'année.

20

These de Pharmacie-2010 Harouna M. Soumaré



Evaluation de l’efficacité de la lambda-cyhalothrine en pulvérisation intra domiciliaire dans les cercles de
Koulikoro et de Bla au Mali

Le complexe Anopheles gambiae comprend sept espéces: Anopheles
arabiensis et Anopheles gambiae s.s deux des vecteurs majeurs du
paludisme en Afrique, Anopheles melas; Anopheles merus;, Anopheles
bwambae; Anopheles quadriannulatus A; Anopheles quadriannulatus B
récemment décrite en Ethiopie (Hunt et al., 1998).

Au Mali Anopheles gambiae s.s. est subdivisé en trois formes
chromosomiques dénommeées : Mopti, Bamako et Savane (Touré et al.,
1982). Grace aux travaux de recherche des auteurs comme (Favia et al.,
2001) ; Gentile, (2001) et (Fanello et al.,, 2002) ces formes
chromosomiques ont été reparties en deux formes moléculaires : M
(Mopti) et S (Bamako/Savane). Par ailleurs 1'’équivalence entre formes
chromosomiques et formes moléculaires n’est vérifiée qu’en Afrique de

I’ouest (Della Torre, 2001).

La lutte anti-vectorielle est I'une des composantes des stratégies globales
de lutte antipaludique préconisées par 'OMS et adoptées par la DPNLP.
Actuellement, il existe plusieurs méthodes pour prévenir la transmission
du paludisme.

La lutte chimique par l'utilisation des insecticides a effet rémanents est
la plus courante, dominée par l'utilisation des matériels imprégnés
d’insecticide. Les pyréthrinoides forment le seul groupe d’insecticides
autorisé par 'OMS pour limprégnation des moustiquaires a cause de
leur faible toxicité sur les mammiféres et de leur rémanence plus élevée
(Zaim et al., 2000).

Au Mali, les stratégies de lutte anti-vectorielle sont essentiellement
basées sur l'utilisation des moustiquaires imprégnées d’insecticide.
Cependant, dans le cadre de la lutte intégrée du paludisme la direction
du PNLP avec l'appui du PMI (President’s Malaria Initiative), la RTI

(Research Triangle Institutes, Inc.) et 'USAID (Agence américaine pour le
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développement international) a décidé de conduire la pulvérisation

intradomiciliaire dans deux cercles du Mali (Koulikoro et Bla).

Le principe de la méthode de lutte repose sur le comportement des
vecteurs qui recherchent aprés chaque repas de sang, des endroits
tranquilles et sombres pour le repos et la digestion. La PID permet ainsi
de tuer ou de repousser les moustiques qui se posent sur les surfaces
traitées avant et/ou aprés la prise de repas sanguins. En fait la PID
écourte la vie des moustiques les empéchant du coup de transmettre le

paludisme.

Les activités de la premiére pulvérisation se sont déroulées de juillet en
Aout 2008 et celles de la seconde en juin 2009. L’insecticide utilisé pour
la PID a été la Lambda-cyhalothrine (Icon® 10CS). La réussite dun tel
programme nécessite des capacités techniques et gestionnaires.

Dans cette optique il existe un certain nombre d’exigences
opérationnelles dont la plus importante est la couverture nécessaire pour
étre efficace, puisque que la PID ne confére pas de protection
individuelle.

La couverture doit étre:

-totale (traitement de toutes les habitations et structures pouvant servir
de lieux de repos aux vecteurs);

-compléte (couverture de toutes les surfaces a traiter);

-suffisante (application uniforme de la dose requise d’insecticide);
-réguliere  (répétition du traitement avant toutes les périodes de

transmission).

La satisfaction de ces exigences nécessite une bonne organisation des
agents correctement formés et équipés, un suivi et un contréle de qualité

(produits et application) réguliers et rigoureux.
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Pour ces raisons une évaluation de lefficacité biologique de linsecticide
apres la pulvérisation s’avére capitale. Cette étude se place dans le cadre
du suivi de lefficacité, dans le temps, des surfaces traitées avec
Iinsecticide pour tuer les moustiques. La rémanence de l’insecticide
étant connue comme une perte d’efficacité pour quelques raisons que ce
soient causerait un échec pour l'intervention. Le suivi de cette efficacité
permet donc de rapidement déceler des éventuels problémes liés a
I'application de l'insecticide afin de prodiguer des recommandations pour
la réussite des opérations. Ce suivi inclut aussi une évaluation dans le
temps de parameétres entomologiques tels que le taux d’infection, le taux
d’inoculation entomologique, 1’agressivité, le taux de survie quotidien et

le taux de parité.
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2-OBJECTIFS :

2-1.0bjectif général

Evaluer lefficacité biologique de la PID ainsi que les parametres

entomologiques a Koulikoro et a Bla

2-2.0bjectifs spécifiques

-Evaluer la qualité de 'aspersion sur les murs pulvérisés par des tests en

cones

-Déterminer les parameétres entomologiques de la transmission du

paludisme aprés la pulvérisation intradomiciliaire
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3-GENERALITES
3-1-Cycle biologique du Parasite du paludisme

3-1-1Cycle biologique du Plasmodium spp. chez le moustique
Lorsque les parasites au stade adéquat (gamétocytes) sont ingérés par le
moustique lors du repas sanguin, ils forment des gameétes dans
I'estomac de linsecte. Les gameétes males et femelles, issus des
gamétocytes male et femelle, s’'unissent pour former un zygote mobile
appelé ookinéte. L'ookinéte pénétre la paroi de l'estomac et devient un
oocyste sphérique. A lintérieur de l'oocyste, le noyau se divise a
répétition. Un grand nombre de sporozoites est formé et 'oocyste grossit.
Quand les sporozoites sont complétement développés, 1'oocyste se
rompt, les libérant dans la cavité générale du corps du moustique. Ils
migrent alors vers les glandes salivaires. Le délai nécessaire pour la
maturation des sporozoites varie avec la température et dans une
moindre mesure, avec 'espéce de Plasmodium et avec ’humidité. Il est
généralement de 15 a 18 jours.

Le moustique femelle a besoin d'un repas sanguin pour assurer la
maturation de ses ceufs, et comme elle pond plusieurs fois des ceufs au
cours de son existence, elle devra prendre plusieurs repas sanguins et
aura plusieurs occasions de prélever des parasites du paludisme et de
les transmettre.

3-1-2- Cycle biologique du Plasmodium spp.chez ’homme

Les sporozoites (stade infectant pour ’homme) sont injectés dans le sang
avec la salive du moustique lorsque celui-ci pique. Par voie sanguine, ils
atteignent le foie ou ils se multiplient. Pendant une période de 7 a 12
jours, ils s’y multiplient jusqu’a ce que la cellule hépatique infectée
éclate. Les parasites (mérozoites) sont alors libérés dans la circulation
sanguine et envahissent les globules rouges a l'intérieur desquels ils se

multiplient & nouveau. Les globules rouges infectés sont détruits et les
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parasites libérés envahissent de nouveaux globules rouges et y

recommencent leur multiplication.

CYCLE PARASITAIRE DU PALUDISME
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Fig.1 : Cycle parasitaire du paludisme chez le moustique et chez

I’homme. (Source June Mullis Virginia Tech University).
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3-2- Cycle biologique du moustique Anophéles

I1 comprend quatre stades de développement: I’ceuf, la larve, la pupe
(nymphe) et I’adulte (imago). La durée de chaque stade de
développement dépend de la température (Holstein, 1949) ou de la

nature de ’eau (Yaro et al., 20006).

v (Eufs

Apreés la copulation, la femelle a besoin d'un repas de sang pour faire
murir le premier lot d’ceufs. Un repas sanguin est généralement pris tous
les deux jours, conduisant a la maturation du lot d’ceufs suivant.
Chaque lot comporte 100 a 400 ceufs qui sont déposés sur la surface de
I'eau lors de la ponte (Yaro et al., 2006). Les sites d’oviposition sont trés
variables. Chaque espéce de moustique préféere une variété bien
déterminée de surface aquatique pour déposer ses ceufs. Les facteurs
environnementaux qui déterminent les gites favorables sont d’ordre
biologique, chimique et physique (Bates, 1949).

Un moustique femelle continue a pondre pendant toute son existence. La
plupart des femelles pondent 1 a 3 fois, mais certaines peuvent pondre

jusqu’a 5 a 7 fois.

Fig. 2 : CEufs d’anopheéles  ( http://www.Imca.us/education/lifecycle/life12.htm)
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v' Larve
Une larve sort de 'ceuf aprés un ou deux jours (Rodhain et al., 1985) et
flotte parallelement juste sous la surface de 1'eau car elle a besoin de
respirer de l'air. Elle se nourrit de particules présentes dans l'eau (OMS,
2003).
A la sortie de 'ceuf, la larve mesure a peine un millimétre de longueur et
présentent sur la téte un petit éperon qui facilite leur mise en liberté.
Si on la dérange, elle plonge rapidement vers le fond mais elle reviendra
sans tarder a la surface pour respirer.
Il y a quatre stades larvaires ou instars. La larve qui sort de l'oceuf est
appelée le premier instar. Aprés un jour ou deux, elle mue,
abandonnant son enveloppe et devient ainsi le second instar, suivi par
le troisiéme et le quatriéme instar, a des intervalles d’environ deux
jours chacun. La larve reste au stade de quatriéme instar pendant trois
ou quatre jours ou plus, avant de se changer en pupe. Le temps total
passé au stade larvaire est généralement de huit a douze jours a la
température normale de ’eau en milieu tropical (Rodhain et al., 1985). Si
la température est plus basse, les stades aquatiques prendront plus de

temps pour se développer (OMS, 2003).

Th Téte =P
orax 4 *& L4

Abdomen T————»

L2 T,
L1 Nymphe
C-‘__ .
4—-_‘ b .
o L3

[ © 3000 Richard C. Russaell

Fig. 3 : Larves d’anopheéles (http://www.cdc.gov/ malaria/ biology/ mosquito/)
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v' Pupe
La pupe (nymphe) est le stade de passage de la vie aquatique a la vie
aérienne (adulte). La pupe a la forme d'une virgule. Elle reste sous la
surface, ne se nourrit pas (Mouchet et al., 1991) et plonge au fond de
l'eau si elle est dérangée. Le corps correspond au céphalothorax muni
d’'une paire de trompettes respiratoires, tandis que la pente correspond a
I’'abdomen qui se termine par une paire de palettes natatoires (Mattingly,

19609).

Le stade nymphal dure 2 a 3 jours (Gwadz et al.,, 1996) aprés quoi la
carapace de la pupe se fend, le moustique adulte émerge et se repose
temporairement a la surface de l'eau jusqu’a ce qu’il soit capable de

s’envoler.

#1 rompétes
- Srespiratoires

0 2003 Stephen L. Doggett

Fig. 4 : Nymphe d’anophéles (http://www.cdc.gov/malaria/biology/mosquito/)

29

These de Pharmacie-2010 Harouna M. Soumaré



Evaluation de l’efficacité de la lambda-cyhalothrine en pulvérisation intra domiciliaire dans les cercles de
Koulikoro et de Bla au Mali

v' Adulte
En général, la femelle ne copule qu'une seule fois, parce qu’elle recoit a
cette occasion assez de sperme pour féconder tous les lots d’ceufs
successifs. Normalement, elle ne prend son premier repas sanguin
qu’apres la copulation, mais parfois le premier repas sanguin peut étre
pris par une femelle encore vierge. Le premier lot d’oceufs se développe
aprés un ou deux repas sanguins (suivant les espéces), tandis que les

lots suivants ne demandent qu’un seul repas de sang (entomo., 2003).

A la fin du repas de sang, le processus de digestion se met en place et la
maturation ovarienne commence. Le moustique passe successivement du
stade gorgé a semi-gravide puis a gravide. La femelle n'est gravide que
trente six (36) a quarante huit (48) heures aprés le repas de sang
(Mouchet et al., 1991). Elle va alors a la recherche d'un site favorable a la

ponte.

Les habitudes de nourriture et de repos des moustiques sont dune
grande importance dans les programmes de controle et pour cette raison,
elles doivent étre bien comprises. La plupart des espéces d’anopheéles
piquent la nuit. Certaines piquent juste aprés le coucher du soleil,
d’autres piquent plus tard, aux environs de minuit ou méme aux petites
heures matinales. Certaines espéces entrent dans les maisons pour
piquer (endophages), d’autres préférent piquer a 'extérieur (exophages).
Aprés que le moustique ait pris son repas de sang, il se repose pendant
une courte période soit a lintérieur (endophiles) soit a l’extérieur

(exophiles).

Les préférences trophiques varient suivant les différentes espéces de
moustiques. Certains préférent prendre du sang chez I'homme

(anthropophiles), tandis que d’autres préférent le sang des animaux
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(zoophiles). 11 y a aussi des espeéces zooantropophiles. Bien entendu,
ceux qui préferent 'homme sont les plus dangereux, car ils sont
susceptibles de transmettre la maladie d’homme a homme. Dans les
meilleures conditions tropicales, la durée de vie des moustiques est de 3

a 4 semaines (Robert et al., 1989).

L'adulte comprend trois parties bien distinctes : la téte, le thorax et

l'abdomen.

- La téte : porte deux gros yeux composés, une paire d'antennes de
quinze articles a soies nombreuses et longues chez le male, rares et
courtes chez la femelle. La trompe, ou proboscis, est formée d'une piéce
buccale particuliére, le labium, formant une gouttiére souple entourant
les autres piéces buccales vulnérantes chez la femelle: 1'hypopharynx,
les deux mandibules et les deux maxilles. Certaines de ces piéces
buccales forment deux canaux indépendants dans lesquels la
circulation des fluides se fait dans des sens bien définis et inverses l'un
par rapport a l'autre. Le plus gros est le canal alimentaire, délimité par
le labre repli€é en gouttiére. Le moustique y aspire le sang de l'hote.
Le plus fin est le canal salivaire, placé a l'intérieur de 1'hypopharynx : la
salive est injectée dans ce canal et circule depuis les glandes salivaires
du moustique jusqu'a la partie distale de I'hypopharynx, a l'extrémité la

plus avancée du point de piqure dans 1'hote.

Ces caractéristiques morphologiques permettent a l'anophéle femelle
d'ingérer un volumineux repas sanguin et d'injecter avec sa salive le
stade infectant (sporozoite) du Plasmodium lors de la piqare. Deux palpes
maxillaires sont situés de part et d'autre de la trompe. Chez la femelle,
ils sont de la méme taille que la trompe. Chez le male, ils sont plus longs

et la partie distale est renflée et massue
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- Le thorax est formé de trois segments portant chacun une paire de
pattes. Le premier est réduit. C'est sur le second, trés développé et
renfermant de puissants muscles alaires, que s'insére une paire d'ailes.
Sur le troisiéme est placée une paire d'haltéres, ou balanciers, qui est
I'homologue d'une paire d'ailes postérieures atrophiées, et qui joue un
role dans 1'équilibration du vol. Les six pattes, longues et graciles,
sont formées de neuf articles. Les ailes présentent de nombreuses
écailles claires et sombres leur arrangement sur le rebord costal est

caractéristique des anophéles.

- L'abdomen est constitué de dix segments, dont sept sont bien visibles.
Chaque segment est constitué d'une plaque chitineuse dorsale et d'une
plaque ventrale reliées par une membrane qui autorise la dilatation
de l'abdomen lors de la prise d'un repas de sang et lors de 1'élaboration
de la ponte dans les ovaires. Les trois derniers segments portent

l'anus et les appendices génitaux, ou génitalias.

Vue d’ensemble FEMALE

Thorax

Téte

Pattes

Abdomen

Fig. 5 : Femelle adulte d’Anopheles gambiae sl (hervy et al ORSTOM)
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3-3. Insecticides

3-3-1. Définition

Un insecticide est une substance ou préparation destinée a tuer les
insectes.

3-3-2 Généralités

Un insecticide idéal pour la lutte contre les vecteurs de maladies doit
avoir les propriétés suivantes ( Mc Gregor, 1988):

- une grande efficacité sur les vecteurs cibles ;

- une efficacité a faible dose, sans provoquer de résistance;

- une grande activité sur les autres insectes nuisibles

-une faible toxicité sur 'homme et les autres mammiféres ;

-des effets minimes sur ’environnement ;

-une stabilité dans le milieu extérieur mais se dégradant dans la nature

quand son activité disparait.

3.3.3. Classes d’insecticides
[Is existent plusieurs classifications des insecticides parmis lesquelles la

classification selon leurs compositions chimiques.

3.3.3.1. Insecticides minéraux

- Huiles minérales

Les dérivés du pétrole sont employés depuis longtemps sur les gites
larvaires de moustiques, ou elles agissent en asphyxiant et en
intoxiquant les larves (Oueloguem, 1999). Bien qu’il n'y ait pas de
résistance développée aux insecticides minéraux, leur utilisation a été
réduite avec l'introduction des insecticides résiduels comme le DDT mais

surtout a cause de leur toxicité (Mc Gregor, 1988).
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- Dérivés arsenicaux

Le produit le plus connu est le vert de Paris (acétoarsénite de cuivre).
Connu pour ses propriétés larvicides (Gentilini, 1993), le produit
technique contient 90% de sulfate d’acétoarsénite. Il agit sur les larves
d’anophele ; c’est un produit trés dangereux. Sa DL50 est de 100 mg/kg
per os et de 2400 mg/kg par voie dermique chez le rat blanc (OMS,
1995).

Ses avantages sont surtout son manque de résistance croisée avec les
autres insecticides et ses inconvénients sont Iimportance du volume du

matériel et sa faible rémanence et surtout sa toxicité ( Mc Gregor, 1988).

3-3-3-2-Les organophosphorés (OPs)

Ce sont des inhibiteurs de la cholinestérase (Gentilini, 1993). Cette
inhibition a comme conséquence l'accumulation de 1'acétylcholine (ACh)
entre deux neurones; soit entre le neurone/les jonctions
(neuromusculaires) ou synapses. Cette accumulation  provoque la
contraction rapide des muscles volontaires et entrainants finalement de
la paralysie (Ware, 2004).

Les OPs sont généralement divisés en trois groupes: dérivés
aliphatiques, phényliques et hétérocycliques. Les premiers composés
comme le parathion, étaient toxiques. Les dérivés modernes ont une
toxicité faible pour les vertébrés homéothermes et les poissons. Ce sont

de bons insecticides.

3.3.3.3. Organochlorés :

IIs agissent sur le systéme nerveux central et périphérique, modifie la
cinétique d’inactivation du canal sodium, il a une action rapide (Knock
down) et est irritant (Touré, 1979). Sa toxicité est assez faible contre les

vertébrés, il a une forte rémanence, et est vendu moins cher. Il est
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malheureusement trés stable et entraine une accumulation dans la
chaine alimentaire

Les principaux utilisés sont:

Le DDT (Diphenyl-Dichloro-Trichloroéthane) ou a marqué le début dune
nouvelle ére dans la lutte contre les insectes ;

Le HCH (Hexachlorocyclohexane) et son igomere (Lindane ®,
Gammexane®) ont pratiquement les mémes utilisations que le DDT, mais
sont deux fois plus toxiques et deux fois moins rémanents;

la Dieldrine est un Cycladiéne toxique Dlso (dose létale 50) = 40-80 mg/kg
de rats), jadis utilisée en poudre mouillable pour le traitement mural des
habitations dans la lutte antipaludique, actuellement abandonnée en

raison de la résistance développée par les insectes (Hamon et Sales, 1970).

3.3.3.4. Carbamates

Les carbamates sont les dérivés de l’acide carbamique. Ce sont des
inhibiteurs de lacétylcholinestérase. Ils agissent directement sans
biotransformation sur ACHE en entrainant une toxicité plus marquée
que les organophosphorés. Les carbamates sont peu utilisés en Santé
publique a cause de leur cout élevé. Ils sont commercialisés sous

différents noms : Propoxur®, Carbosulfan®, Bendiocarb® etc.

3.3.3.5. Analogues des hormones d’insectes
[Is sont repartis en deux groupes: Juvenoides et les Ecdysoides

(Gentilini, 1986).

Les Juvenoides sont (méthopréne et Pyriproyfen) actifs sur les larves des

derniers stades inhibent la nymphose ou tue les nymphes ;

Les Ecdysoides inhibent la formation I’exosquelette de la larve aprés

mue et sont actifs sur tous les stades larvaires ;
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3.3.3.6. Pyréthrines/pyréthrinoides
Les pyréthrinoides perturbent la conduction de l'influx nerveux par le

blocage des canaux de sodium (Bah, 1998). 1l existe différents groupes :

Pyréthrinoides : sont issues du pyrethre, ce sont les esters de l’acide
Chrysantémique et de différents alcools ;

Pyréthrinoides, dérivés synthétiques: ce sont les premiers
pyréthrinoides, peu stables (bioresméthrine, bioallethrine). Ils sont

généralement commercialisés sous forme d’aérosols et de tortillons ;

Pyréthrinoides stables : ils ont été mis au point dans les années 1970
et sont de deux types : le type 1 est constitué par la perméthrine et le

type 2 qui regroupe les cyanés, Deltamethrine, Lambdacyhalothrine ;

Pseudo-pyréthrinoides

Ces produits n’ont pas de liaison ester et ont une toxicité beaucoup plus
faible que celle des pyréthrinoides. Ils modifient la cinétique
d’inactivation du canal de sodium. Les pyréthrinoides de type 1 et le DDT
ont un mode d’action similaire car ils maintiennent le canal de sodium
en position ouverte de facon transitoire. Quant aux pyréthrinoides de

type 2, ils maintiennent la membrane cellulaire dépolarisée.

3-3-3-7- Bactéries entomopathogénes

Leur spécificité est plus ou moins grande selon les espéces ciblées. Une
ou plusieurs toxines sont associées dans un cristal protéique. Cette
association de molécules est toxique par ingestion. Sa pathogénicité (mal
connue) entrainerait une lyse des cellules intestinales. Elle n’a aucune
toxicité sur la faune non cible.

Exemples : Bacillus thurengiensis israelensis (Bti) et Bacillus sphaericus

(Bs).

36

These de Pharmacie-2010 Harouna M. Soumaré



Evaluation de l’efficacité de la lambda-cyhalothrine en pulvérisation intra domiciliaire dans les cercles de
Koulikoro et de Bla au Mali

3-3-4-Monographie de la Lambdacyhalothrine (Icon cs)
3-3-4-1-Activité de I'Icon CS

Son produit actif est la Lambdacyhalothrine, un pyrétrinoide d’une tres
grande activité. Il est efficace a des taux d’application trés faible.

Une étude comparative de lefficacité des insecticides de la famille
pyréthrinoides, réalisée sur une variété de tissus, aprés 2 mn
d’exposition, a démontré que la Lambdacyhalothrine assomme mieux
Anopheles gambiae que la Perméthrine (Vythilingham et al,. 1999).
3-3-4-2- Structure de la lambda-cyhalothrine

Ces formules représentent forme cis et trans de 'lcon, elles se composent
de trois fonctions : ether-oxyde, nitrile, et esther. L’activité de la molécule
dépend surtout de la présence des halogénes

Noms commerciaux: Icon® 10 WP, Icon® 2.5 cs, Icon 10 cs, Iconet ®

F F (S)-alcohol (Z)-(1R)-cis-acid
e H o
BN / %,
C=0 C—0 _
s CH, n =N
Cl iy
H LA
H H (Rl-alcohol (Z1-(1S)-cis-acid
CH,
1
\C—C C Z
F v T T H
i H\F N:C"f

Source:http://www.fluoridealert.org/pesticides/lambdacyhalothrin.abstract.htm

Fig.6 Struture organique de la lambda-cyhalothrine. Nom chimique : (R)-
cyanosa (3-phenoxyphenyl) methyl (1S, 3S)-3-[(1Z)-2-chloro-3,3,3-
trifluoro-1-1 propenyl]-2,2-dimethylcyclopropane carboxylate
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3.4 LUTTE ANTI-VECTORIELLE

L'objectif principal de la lutte anti vectorielle est la diminution de la
morbidité et de la mortalité palustre grace a l'abaissement du taux
d'inoculation entomologique. L'inoculation nécessitant la présence du
vecteur infecté, les méthodes actuelles visent principalement la réduction
du contact homme vecteur, de la densité du vecteur et de la durée de vie
du vecteur adulte (OMS, 2004a). La lutte antivectorielle a des cibles bien
précises dans le cycle de développement du vecteur en fonction des

stratégies (fig 7)

CYCLE COMPORTEMENT METHODES DE LUTTE
» | Femelle l 1 endophageL Amélioration habitat
© /1 exophage
=] v ) .
o . 7 répulsifs
= | recherche héte homme b o .
o v moustiquaire (impregnée !)
g p|qﬂre /' E animale
o )
5 v endophilely, Pulvériastion intradom.
o
repos . [
Qo v U exophile Pulvérsiation spatiale ?
o
>
O

Recherche lieu de ponte

u \

—— ponte

\/ Larvicides

Nymphes €—— Larves p

P> Aménagement environnement

-

Lutte biologique

Fig. 7. Cibles de la lutte antivectorielle au cours du cycle

gonotrophique (d’aprés Coosman et Carnevale, 1995)
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3.4.1 Méthodes de lutte non chimiques

3.4.1.1 Lutte mécanique

Elle se fait par I’élimination des gites larvaires potentiels de moustiques
autour des habitations humaines (I'asséchement et le remblaiement des

marins, le creusement de dépression etc.).

3.4.1.2 Lutte biologique

Elle consiste a introduire dans le biotope des moustiques, des espéces
différentes qui sont leurs ennemies naturelles. C’est le cas du poisson
lardiforme Gambusia affinis dont laction est limitée aux eaux
permanentes et de la bactérie, Bacillus sphaericus qui provoque une
mortalité chez les larves de moustique des genres Culex et Anopheles, a

degré moindre sur les Aedes.

Les poissons herbivores (carpe) sont utilisés en Chine pour dévorer les
herbes qui servent d’abris aux larves de moustiques (Wu et al. 1991).
Certaines plantes dont les graines mucilagineuses engluent les larves

sont également a I’étude.

3.4.1.3 La lutte physique

C'est une modification intentionnelle du biotope, qui vise a faire
disparaitre ou réduire par des moyens physiques les nappes d'eau
de surface dans lesquelles les moustiques se développent.

(www.malaria.tun).

- Le drainage consiste a faire évacuer les eaux stagnantes ? d’un gite ? a
l'aide d'un drain vers un milieu récepteur naturel (tel qu'un cours d'eau,
un terrain permeéable etc.).

- La mise en boite consiste a concentrer les eaux dans les tranchées,

et par conséquent réduire la superficie du gite a empoissonner. Cette
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meéthode est utilisée dans le cas de gites importants situés loin d'un
milieu récepteur naturel.

-Le comblement Certains gites peuvent étre éliminés a l'aide de
matériaux (pierres, débris de construction). Cette méthode est surtout
utilisée pour des gites de petite superficie, et de profondeur
moyenne.

-Le boisement Il est bénéfique et rentable de prévoir la plantation
d'arbres, comme l’eucalyptus ou autres veégétations hydrophiles
dans les sols humides regroupant plusieurs résurgences d'eau a

faible débit mais d’écoulement continu.

3.4.1.4 Lutte génétique

Elle est basée 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). Elle exige nécessairement des
connaissances extrémement poussées, non seulement dans le domaine

de la génétique, mais aussi dans celui de I’écologie et de I’éthologie.

3.4.2- Méthodes de lutte chimique :

Il existe plusieurs méthodes de lutte chimiques parmi lesquelles les
moustiquaires imprégnées d’insecticides et la pulvérisation intra
domiciliaire.

La pulvérisation intradomiciliaire est l'application d’insecticide sur les
surfaces intérieures des murs et toits des habitations et autres
structures (magasins, latrines, étables, écoles, lieux de culte, etc.).Le but
visé par la PID est la réduction de la morbidité et de la mortalité dues au
paludisme. Les objectifs spécifiques étant la réduction de la densité et de
la longévité des vecteurs avec comme conséquence la réduction de la

transmission
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3.4.2.1-Comportement des vecteurs face aux traitements intra
domiciliaires

Les maisons constituent de véritables piéges a moustiques, appatés par
les occupants eux méme. Apres le repas de sang, les moustiques ont leur
poids quadruplé et se repose au plus prés (murs des maisons). Lorsque
les murs des maisons sont enduits de produits toxiques, les moustiques
sont tués lors de leur passage dans la maison. La transmission du

parasite se trouve ainsi interrompue.

Ce schéma idéal comporte des exceptions. Les moustiques exophiles ne
se reposent que trés peu de temps a lintérieur des maisons. Ce
comportement est facilité par la précarité, voire 'absence de murs de
certaines habitations. Il y a eu beaucoup d’é¢tude sur l’exophilie des
moustiques, et son impact sur les traitements insecticides. Hormis les
cas trés particuliers des abris sans murs, la plupart des anopheéles
passent une a deux heures au moins dans les maisons ou ils ont piqué.
[Is ont alors une trés forte probabilité d’étre au contact d’insecticides
rémanents et sont confrontés au double effet toxique et excito-répulsif du

produit

3.4.2.2 Toxicité et effet excito-répulsif des insecticides

L’effet irritant de certains insecticides (DDT, pyrétrinoides, certains
carbamates), incite les anopheéles a quitter plus ou moins rapidement les
surfaces traitées. L’effet toxique de certain insecticide diminue
rapidement aprés le traitement (DDT moins de 50% aprés 2 mois et
demi). Dans ces conditions, un pourcentage plus élevé d’anopheéles
pouvaient quitter les maisons traitées sans avoir €té tués. A partir de
1965, il a été admis qu’il était impossible d’obtenir l'arrét de la

transmission par le DDT dans les savanes humides holo-endémiques
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d’Afrique de 1'Ouest a cause de la résistance des vecteurs dans les

années 1960 (Akogbéto et al., 2005).

Un effet irritant beaucoup plus brutal se manifesta avec les
pyréthrinoides, 'effet knock-down de ces produits équivaut pratiquement

a un effet létal.

3.4.2.3 Insecticide : choix, sécurité d’emploi, intoxication

Les insecticides utilisés en santé publique doivent présenter une totale
sécurité pour :

- les habitants des maisons traitées en particulier pour les enfants qui
peuvent absorber les produits qui ruissellent sur les murs ou tombent
sur le sol ;

- les pulvériseurs et mélangeurs doivent porter des équipements
adéquats, et avoir une formation sur la manipulation des insecticides ;
On évalue la toxicité des insecticides par leur dose létale (DL 50), orale
nasale ou dermique. Une surveillance du taux de cholinestérase est
exigée pour ceux qui manipulent des organophosphorés et des
carbamates. Le DDT a rarement provoqué des accidents aigus si ce n’est
par des absorptions volontaires (Mouchet et al, 2004). Les pyréthrinoides
présentent une grande sécurité d’emploi malgré quelques paresthésies
locales et passageéres. Les accidents demandent une thérapie spécifique
par latropine et les oximes pour les organophosphorés et I’atropine

seule pour les carbamates.
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Tableau 1 : Insecticides recommandés pour les pulvérisations intradomiciliaires et/ou I'imprégnation des

moustiquaires.

Molécule Classe® | PI? | MI? | Dosage® | Toxicité (mg/kg) | Catégorie toxique4 Durée | Durée
d’action | d’action
sur le sur Ml
mur
Orale | dermique | molécule | formulation
DDT oC + 2 113 200/500 |11 i 6 mois
mg/m?
Malathion OoP + 2 1370 | 4000 1! i 2/3
mg/m?* | a mois
2100
Fenitrothion OP + 2 500 3500 I Il 3/6
mg/m? mois
Pirimophos-methyl | OP + 1/2 2000 | >4500 i Il 2/3
g/m? mois
Bendiocarbe C + 0,1/04 |40a |>560 I 2/6
g/m? 126 mois
Propoxur C + 1/2 95 > 2400 I Il 3/6
g/m? mois
Alpha P + |+ 20/30 72 > 2000 1| 1l 3/6 6al2
cypermethrine mg/m? mois mois
Cyfluthrine P + |+ | 25/50 250 | >5000 I i 3/6 6al2
mg/m? mois mois
Deltamethrine P + |+ 10/25 128 2940 1 1l 3/6 6al2
mg/m? mois mois
Lambdacyhalothrine | P + |+ 20/30 79 632 I Il 3/6 6al2
mg/m? mois mois
Bifenthrine P + 20/40 54 700 1 1l 3/6 6a
mg/m? mois mois
Permethrine P + 500 540 2690 i I 2/6 6412
mg/m? mois mois
Ethofenprox NP + 300 > >2100 | I " 3/6
mg/m? | 10000 mois

Source :biodiversite du paludisme dans le monde (Jean Mouchet, Pierre Carnevale, Marc

Coosemans, Jean Julvez, Silvie Manguin, Dominique Richard-Lenoble et Jacques Circoulon)

1. Classe: OC = organochloré; OP = organophosphoré ; C = carbamate ; P =
pyréthrinoides ; NP = neopyrethrinoide

2. Pl = pulvérisation intradomiciliaire ; MI = moustiquaires imprégnees

3. Les dosages des OC, OP et C sont en g/m2 ; les dosages des P et NP sont exprimes en
mg/m2

4. La classification des insecticides en fonction de leur toxicité.
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3.4.2.4 Application des insecticides

3.4.2.4.1 Organisation

Pour étre efficaces, les pulvérisations domiciliaires doivent couvrir toutes
les surfaces de toutes les maisons dans une aire de superficie
déterminée. Une couverture irréguliére équivaut a une absence de
couverture. Ce sont des mesures collectives pour la protection de la

communaute.

Les pulvérisations intra domiciliaires, qui étaient a la base de
I’éradication du paludisme dans les années 1950 a 1970, étaient
exécutées par des structures verticalement hiérarchisées (Mouchet et al.,

2004).

3.4.2.4.2 Formulation, spécifications, dosage, cycle

Les formulations sont variables en fonction des surfaces a traiter et
desiderata des habitants. Les poudres mouillables sont les produits les
plus utilisés. Le DDT en poudre mouillable a 75% de produit actif, a été
le support de I’éradication. Les pyréthrinoides sont beaucoup plus dilués
et se présentent en poudres mouillables a 5% (quelque fois jusqu'a 20%)
(Mouchet et al., 2004). Les produits liquides comme le malathion sont
préalablement adsorbés sur un support inerte avant l’adjonction de
produits mouillants et dispersants. Le malathion se présente en poudre

mouillable a 50%.
Les concentrés émulsifiables sont des dilutions d’un produit actifs dans

un solvant organique, souvent le kéroséne inflammable, additionné d’un

émulsifiant. Ils sont souvent les véhicules des pyrétrinoides tant pour les
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applications murales que pour limprégnation des moustiquaires en

concentré de suspension (Mouchet et al, 2004).

Les suspensions concentrées consistent en des particules d’insecticide
additionnées d'un agent mouillant et diluées dans l'eau pour fabriquer
une suspension aqueuse. Elles ne sont pas inflammables et sont
invisible sur les murs. Les suspensions micro-encapsulées relarguent
Iinsecticide lentement et augmentent le contact avec linsecte cible
(Mouchet et al., 2004). Les dosages les plus couramment utilisés sont
exprimés en mg/m2 pour les pyréthrinoides, en g/m2 pour les
carbamates.

Le cycle des aspersions est semestriel pour le DDT, trimestriel pour les
autres produits. Dans les régions a climat tropical humide ou équatorial,
elles doivent étre renouvelées 2 fois par an pour le DDT, 3-4 fois pour les
autres produits. Dans les régions a hivers ou a saison séche marquée, les
pulvérisations de DDT ne sont nécessaires qu'une fois par an, au début
de la saison de transmission et pour les autres produits, deux

traitements peuvent étre nécessaires.

3.4.2.4.3 Modalité d’application et équipements

La dilution des suspensions doit étre calculée en fonction de la
concentration du produit actif dans la formulation et du dosage a
appliquer. Les pulvérisations sont en général effectuées avec des
appareils a pression préalable. Le pulvériseur, placé a 45 cm du mur,
couvre de haut en bas, des bandes de mur de 75 cm de large (Mouchet et
al., 2004). Si le mur a 3 m de hauteur, chaque bande doit étre couverte
en 6,7 secondes. Un manceuvre peut traiter, chaque jour, 8 a 10 maisons

de 200 m?2 de surface intérieure.
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3.5 RESISTANCE DES VECTEURS AUX INSECTICIDES

3.5.1 Définition de la résistance La résistance aux insecticides a été
définie comme la présence, dans une population d’insectes, de spécimens
qui survivent a des doses qui, habituellement, tuent I’'ensemble de cette

population. Cette définition est essentiellement empirique.

3.5.2 Principaux mécanismes de résistance

3.5.2.1 Résistances de comportement

Elle résulte du changement de comportement d'une population endophile
et/ou anthropophile pour un comportement exophilie et/ou zoophile et
vice versa. Elle semble étre le résultat de la présence spontanée de
plusieurs espéces. Certaines d’entre elles ont disparu sous l'impact de la
lutte insecticide et d’autres les ont supplantées par ce que plus ou moins
vulnérables aux traitements. En Afrique du Sud et au Swaziland, An.
arabiensis avait disparu et seul était présent An. quadriannulatus,
zoophage et exophile. Les 2 espéces étant confondues dans l'entité An.
gambiae s.l, il a été conclu qu’An. gambiae était devenu exophile et ne
piquait plus 'homme.

En fait, jusqu'’ici, il n'y a aucune preuve de résistances de comportement.

3.5.2.2 Résistances physiologiques

Elles résultent de 'apparition de mutations, a une trés basse fréquence
dans des populations d’insectes. Lors des traitements insecticides
massifs ces mutants sont avantagés et tendent a remplacer la population
initiale. Ces mutations peuvent concerner :

-la détoxification enzymatique des insecticides par des estérases, mono-
oxygénases, transférases et cytochrome P450;

-Des mutations du site d’action des insecticides (récepteurs de l’acide

gamma-amino-butyrique ; GABA) pour la dieldrine ;

46

These de Pharmacie-2010 Harouna M. Soumaré



Evaluation de I’efficacité de la lambda-cyhalothrine en pulvérisation intra domiciliaire
dans les cercles de Koulikoro et de Bla au Mali

-L’altération du canal de sodium (géne kdr —knock-down résistance) pour
le DDT et les pyréthrinoides;
-La modification des acétylcholinestérases pour les organophosphorés et

les carbamates.

3.5.2.3 Attitude face aux résistances

La résistance a un insecticide n’implique pas le rejet de ’'arsenal de lutte
anti vectorielle. Outre son action létale directe, elle agit aussi par son
effet répulsif, immédiat ou différé. Plusieurs stratégies plus ou moins
sophistiquées, ont été proposées pour retarder le développement de la
résistance :

- rotation d’insecticides

- mosaiques d’applications

- meélange d’insecticides ou zones de protection des populations

sensibles.

La plupart des propositions sont restées a l’état d’exercice intellectuel
étant donné le faible nombre de classes de produits disponibles. Les
contraintes des applications et les limitations drastiques dans le choix
des insecticides du fait de leur toxicité réduisent d’avantage la mise en

ceuvre de ces propositions.
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4-MATERIELS ET METHODES
4.1 Sites d’étude.

La présente étude s’est déroulée dans cinq villages au niveau de deux

cercles. Les villages sont Tia, Niala, Bagadadji (cercle de Bla), Koula et

Karadie (cercle de Koulikoro). Tia, Niala et Bagadadji sont situés dans la

commune rurale de Niala en zone de savane soudanienne nord. La

commune rurale de Niala a une population de 6652 habitants. Bla est

situé a 305 km au nord-est de Bamako.

La commune rurale de Koula et le village de Karadié commune rurale de

Sirakorola sont du cercle de Koulikoro.

Republique du Mali
et sites d'eétude

@ Tombouctou

a3 il
@ G
:\é } - 7
ey Ti87
HKoulikore' Senou
K.OL:_A f

TIANIALA . ~

b ADME ® @ @ BAGADADIT

Limites

1:10238991

Kilameters

MRTC/GIS-RS Janvier 2009
Source: MRCT/GIS-RS
Created in ArcGIS 8 using ArcMap By D DIARRA

Fig.8 République du Mali avec les sites d’étude. NB: Echelle non respectée
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dans

Tableau 2: Coordonnées géographiques des sites d’é¢tude a Bla et a

les cercles de

Koulikoro et de Bla au Mali

Koulikoro

Cercles Villages Longitude Latitude

Bla Tia -5.826559 12.938520
Niala -5.856959 12.945040
Bagadadji - -

Koulikoro Koula -7.653310 13.115869
Karadie -7.599499 13.238770

domiciliaire

Les coordonnées géographiques du village de Bagadadji n’étaient pas
disponibles.

4.2 Période et type d’étude.

La présente étude s’est déroulée de novembre 2008 a novembre 2009.
L’étude était de type transversal a passage répéteé.

La premiére pulvérisation s’est déroulée de juillet 2008 a Aout 2008 et la

seconde en juin 2009.

4-3-Test d’efficacité biologique avec les cones (cone test)
4-3-1Matériel

Le kit pour le bio essai comprend :

-cones transparents en plastique,

-un ruban adhésif pour fixer le cone,

-des tubes d’aspiration courbés et droits,

-du papier cartonné, de petits clous, du coton,

-des gobelets de carton fermés par un tulle moustiquaire, bracelets,
-marqueurs, cages de moustiques,

-une caisse en bois aérée (percée de grands trous), des serpiéres.
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4-3-2-Procédure

4-3-2-1-Transport des moustiques aux sites d’études

Des femelles adultes (Colonie d’Anopheles gambiae, souche Kisumu de 2-
S jours d’age) ont été transportées sur les sites d’étude (villages) dans des
pots de captures individuels couverts avec de tulle moustiquaire. Les
pots étaient placés dans des caisses en bois et recouverts de serpilléres
légérement mouillées (fig. 9). Les tests ont été effectués sur ces

moustiques immeédiatement aprés un repos d’'une heure au moins et 24

ou 48 heures au plus.

Fig. 9 : caisse de transport des moustiques. Gauche : Avec des pots. Droite :
Couverte de serpillere légérement mouillée

4-3-2-2-Principe du test

Dans chaque village cinq chambres ont été sélectionnées pour effectuer
les tests en cone.

-Un cone pour test a été placé sur chaque mur traite,

- Garnir le bord du cone de ruban adhésif (Fig 10),

- Fixer un carton sur la surface traitée et fixer dessus un cone comme
témoin (fig. 10),

- Transférer 10 moustiques dans chaque cone et fermer le cone avec un
tampon de coton (utiliser des aspirateurs différents pour les cones

témoins),
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- Aprés un temps d’exposition (30 minutes), retirer prudemment avec
laspirateur les moustiques et les transférer dans des gobelets séparés
par cones et étiqueteés,

- Dénombrer les moustiques assommeés (Knocked down) ou morts a la fin
de la période d’exposition. Ne pas éliminer les moustiques Kd car ils
peuvent récupérer,

- Placer un tampon de coton imbibé de solution sucrée a 5% sur le tulle
de chaque gobelet, ranger les gobelets dans la caisse aérée et les
recouvrir d’un linge humide,

- Dénombrer les moustiques morts aprés 24 heures d’observation et
déterminer le taux de mortalité observée dans les lots tests et les lots
témoins.

-Si la mortalité observée chez les témoins est comprise entre 5% et 20%,
la mortalité dans les lots tests doit étre corrigée en utilisant la formule
d’Abott. Si la mortalité chez les témoins dépasse 20%, l'expérience ne
peut étre validée.

Formule d’Abott : % mortalité test - % mortalité témoin x 100

100 - % mortalité témoin
-La température et ’humidité relative a l'intérieur des maisons ont été

relevées aussi bien début et a la fin du test.

18/06/2009

Fig. 10 : Test en cone. Gauche : Agent introduisant les moustiques dans le cone

témoin. Droite : Cone test
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4.4. Elevage et collection des moustiques

Les moustiques utilisés pour le test d’efficacité biologique sont issus de
I’élevage a linsectarium de la colonie d’Anopheles gambiae (souche
Kisumu femelle agée de 2 a Sjours). L’élevage a été fait dans L'un des
insectariums du centre de recherche et de formation sur le paludisme
(MRTC) a la Faculté de Meédecine, de Pharmacie et d’Odonto-
Stomatologie. Ils ont été maintenus a une température de 27°C+1 et une
humidité relative oscillant entre 75 - 85%. L’'insectarium est illuminé 12
heures sur 24 heures pour simuler l'alternance jour et nuit.

Les collections des moustiques par spray a l'aide des bombes d’insectide
étaient faites de 15 H jusqu’a 18 H. Dans chaque village 30 chambres
ont été pulvérisées. Des draps blancs ont été installés dans chaque
chambre de maniére a recouvrir le maximum de surface. Un operateur
pulvérise la chambre d’avant en arriére et les chambres étaient pendant
5 a 10 minutes. Aprés ce temps les moustiques étaient classés sur les
fiches en fonction de leurs états de réplétion et conservés sur silicagel
(desséchant) a la température ambiante et acheminés au laboratoire.

Les moustiques collectés par spray étaient destinés a lidentification
moléculaire et la détermination des parameétres entomologiques.

Des séances de capture de nuit ont été conduites (CN) dont le principe
est le suivant :

Dans chaque village deux chambres pulvérisées, ou les tests de cone ont
été effectués ont été sélectionnées. Il y avait deux captureurs par
chambre dont un a lintérieur et un autre a l'extérieur. Les collections
commencaient a 18h00 et finissaient le lendemain matin a 6h00. Apreés
capture, les moustiques étaient morphologiquement identifiés et
disséqués la matinée vers 10 H pour déterminer le taux de parité (I’age
physiologique). Deux séances de captures de nuit ont été organisées

dans chaque village dans les mémes chambres a chaque passage.
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4-5-Identification moléculaire des moustiques (procédure, voire
annexes)

Les moustiques identifiés sont issus des captures par spray-catch.
L’identification a concerné seulement le complexe An. gambiae s.L
L’extraction d’ADN a été faite selon le protocole de Collins et al. (1987).
L’identification des espéces et des formes moléculaires a été faite par la

PCR selon Fanello et al. (2002).

4.6-Détermination des parameétres entomologiques 4-6-1 Agressivité
(m.a), parité et taux de survie quotidien

Les captures de nuit ont été conduites pour déterminer les taux de
parité, de survie quotidien et s’il y’a changement dans le comportement
de lieu de piqure et de repos des anopheéles. Le taux de parité est le
pourcentage des femelles pares par rapport au total capturé.

L’agressivité est le nombre de piqure par personne et par unité de temps.
m.a = ((# semi-gravide + # gorgés) / (# dormeurs)) * 30jours

#=nombre

P=Nombre de pare/nombre de nullipare*100

Le taux de survie quotidien= *Vtaux de femelles pares

X=durée du cycle gonotrophique en jour
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4.6.2-Détermination du taux d’infection (TI) et du taux d’inoculation
entomologiques (TIE)

Les tétes-thorax des moustiques issus du spray-catch ont été traités en
ELISA CSP pour la détermination du TI et du TIE.

Le TI est égal au nombre de moustique positif a 'ELISA CSP sur le total
traité multiplié par 100.

Le Taux d’inoculation entomologique (TIE) est le nombre de piqure
infectant par homme et par unité de temps.

TIE=m.a * TI

4.7. Saisie et analyse des données

Les données ont été saisies et analysées sur les logiciels Excel,

SPSS version 12.0 et Epi604fr.
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5. RESULTATS

5-1 Tests d’efficacités biologiques sur les moustiques a Koulikoro

5-1-1 Taux moyens de Knock down par passage a Koulikoro

O Koula B Karadie

120
= 99 99
~< 100 - 89,5
(]
% 80 - 62,5 65
gg 60 | 55,5
£ 40 27,44 -
(5]
2 20 - 7 7,5
>
g 0

3mois 5mois 7mois 3sem- 5mois
post PID1 post PID1 post PID1 post PID2 post PID2
Mois

Fig.11 : Taux moyens de Knock down par passage a koula et Karadiée

Post PID1=aprés premiere pulvérisation (Aott2008). Post PID2=aprés seconde pulvérisation (Juin
2009).

Apres la premieére pulvérisation le taux moyen de knock down a été, a
Koula, de 99% en Novembre, 55,5% en Janvier et 62,5% en Mars et de
27,44% ; 7% et 89,5% a Karadié durant les mémes mois.

Cependant, aprés la seconde pulvérisation le taux a été a Koula de 99%
en Juillet et 36% en Novembre et de 65% et 7,5% a Karadié pendant les

mémes mois.
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5-1-2 Taux moyens de mortalités par passage a Koulikoro

O Koula B Karadie
@
% 120 98,94
‘g 100 A ’ 90.5 89,5 95
= 79,5
2 80 67,5 51,5
S 60 - 48,22
(3]
2 40 - S5 25,5
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post PID1 post PID1 post PID1 post PID2 post PID2
Mois

Fig.12 : Taux moyens de mortalités par passage a koula et Karadié
Post PIDI1=apres premiére pulvérisation (Aout2008). Post PID2=apres seconde
pulvérisation (Juin 2009)

Apres la premiére pulvérisation le taux moyen de mortalité a Koula a été
de 98,94% en Novembre, 90,5% en Janvier et 79,5% en Mars et de
67,5%, 35% et 89,5% a Karadié durant les mémes mois.

Cependant, aprés la seconde pulvérisation ce taux a été a Koula de 95%
en Juillet et 51,5% en Novembre et de 48,22% et 25,5% a Karadié

pendant les mémes mois.
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5-2 Tests d’efficacités biologiques sur les moustiques a Bla.

5-2-1 Taux moyens de Knock down par passage a Bla

O Tia H Niala O Bagadadii
92,5 95 g1 92,5
100 80,5 86
< g0 [735 o
3 60,5 g1 52.5 )
g 60 - 50,5 o3
[«B)
<
£ 40 28
S
5 20 -
o
[a
0
3mois 5mois 7mois 3sem-post  4mois
post PID1 post PID1 post PID1 PID2 post PID2
Mois

Fig.13 : Taux moyens de Knock down par passage a Tia, Niala et
Bagadadji
Post PIDI1=aprés premiére pulvérisation (Aout2008). Post PID2=apres

seconde pulvérisation (Juin 2009)

Le taux moyen de knock down a été respectivement en Novembre,
Janvier et Mars aprés la premiére pulvérisation a Tia de 73.5%, 61% et
86%, a Niala de 80,5%, 50,5% et 92,5% et a Bagadadji de 60,5%, 52,5%
et 95%.

Le taux a été respectivement en juillet et octobre aprés la seconde
pulvérisation a Tia de 53% et 91%, a Niala de 59,5% et 92,5% et a
Bagadadji de 71% et 28%.
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5-2-2Taux moyens de mortalités par passage a Bla
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Fig.14 : Taux moyens de mortalité par passage a Tia, Niala et
Bagadadji
Post PIDI1=aprés premiére pulvérisation (Aout2008). Post PID2=apres

seconde pulvérisation (Juin 2009)

Le taux moyen de mortalité a été respectivement en Novembre, Janvier et
Mars aprés la premiére pulvérisation a Tia de 73.5%, 61% et 86%, a
Niala de 80,5%, 50,5% et 92,5% et a Bagadadji de 60,5%, 52,5% et 95%.
Ce taux a été respectivement en Juillet et octobre aprés la seconde
pulvérisation a Tia de 58,39% et 76%, a Niala de 57,5% et 87,5% et a
Bagadadji de 77,08% et 42,5%.
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5.3. Composition de la population vectrice par passages dans les

sites d’étude

Tableau 3 : Fréquences des espéces et formes moléculaires d'An. gambiae s.L

en Novembre 2008 (3 mois apres la PID)

Espéces et formes > An. gambiae s.s. An. Total
Cercle
Villages V¥ M S arabiensis
Karadie 0 1 0
Koulikoro

Koula 0 1 4 S

Total ) 2 4
Tia 7 4 S 14

Bla

Niala 0 2 0

Bagadadji 0 0 0
Total 7 6 5 16
Total 7 8 9 22
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Ce tableau montre qu’An gambiae s.s. était plus importante qu’An
arabiensis dans les cinq villages (15) contre (9).

Les fréquences des formes M et S étaient similaires

NB : Les espéces et formes moléculaires étaient tous nulles au Séme
passage (Janvier) période pendant laquelle il faisait trés frais dans les

sites d’études.

Tableau 4 : Fréquences des espéces et formes moléculaires d'An.
gambiae s.l. en Mars 2009 (7 mois apres ére PID)

Espéces et An. gambiae s.s. An. Total
District formes > M S arabiensis
Villages V
Karadie 0 0 0 0
Koulikoro
Koula
Total 1 1
Tia 1 0 2 3
Bla
Niala 1 1 0 2
Bagadadji 0 3 0 3
Total 2 4 2 8
Total 2 5 2 9
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An gambiae était plus importante qu’An arabiensis dans les cinqg villages
(7) contre (2. Parmis An gambiae s.s., la forme S était prédominante sur

M, (S) contre (2).

Tableau 5 : Fréquences des espéces et formes moléculaires d'An. gambiae

s.l. en juillet 2009 (3 semaines apres 2éme PID)

Espéces et formes An. gambiae s.s. An. Total
District | 2 M S arabiensis
Villages 'V
Karadie 4
Koulikoro
Koula
Total 9 0 4 13
Tia 337 15 16 368
Bla
Niala 59 3 7 69
Bagadadji 63 5 2 70
Total 459 23 25 507
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An gambiae était beaucoup plus importante qu’An arabiensis dans les
cinq villages (491) contre (29). Parmis An gambiae s.s., la forme M était

prédominante sur S, (468) contre (23).

Tableau 6 : Fréquences des espéces et formes moléculaires d'An.

gambiae s.l. en Octobre 2009 (5 mois aprés 2éme PID)

Espéces et formes An. gambiae s.s. An. Total
District > M S arabiensis
Villages V¥
Karadie 22 2 0 24
Koulikoro
Koula 20 1 0 21
Total 42 3 45
Tia 31 2 1 34
Bla

Niala 0 0

Bagadadji 0 0
Total 45 2 1 48
Total 87 5 1 93
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An gambiae était beaucoup plus élevée qu’An arabiensis dans tous les
villages (92) contre (1). Parmis An gambiae s.s, la forme M était

prédominante sur S, (87) contre (5).

5.4. Etude du comportement de piqiire des moustiques et
détermination du taux de parité des moustiques

5.4.1 Etude du comportement

Tableau 7 : Fréquence de piqures des moustiques a lintérieur et a

I'extérieur des chambres pulvérisées a Koulikoro

Intérieur Extérieur
Localités Total (N)
n m.a(nuit) n m.a(nuit)
koula 9 0,9 4 0,4 13
Karadié 2 0,2 0 0 2
Total 11 1,1 4 0,4 15
(Chi2 de Pearson =0,01, ddl= 1, P= 0,921) N=n+n

Ce tableau montre qu’il n’y avait pas de différence statistique significative
entre la fréquence de piqure a lintérieur (P=0,61); (1,1) par rapport a

I'extérieur (0,4).

Tableau 8 : Fréquence de piqures des moustiques a lintérieur et a

I’extérieur des chambres pulvérisées a Bla
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Interieur Exterieur
Localités Total (N)
N m.a(nuit) n m.a(nuit)
Tia 52 5,2 66 6,6 118
Niala 18 1,8 20 2 38
Bagadadji 22 2,2 14 1,4 36
TOTAL 92 9,9 100 10 192

(Chi2 de Pearson = O ddl= 1, Pr=1) N=n+n
Dans le cercle de Bla, il y’avait pas de différence statistiquement
significative (P=1) entre la fréquence de piqure a l'intérieur (9,9) par

rapport a l'extérieur (10).

5-4-2 Détermination de la parité et du taux de survie quotidien

Tableau 9 : détermination de l’age physiologique et du taux de survie

quotidien des moustiques a Koulikoro

Localités Nombre Pare Taux de
survie/jour
Koula 13 12 0,012
Karadié 2 2 0,09
Tia 118 110 0,002
Niala 38 38 0,004
Bagadadji 36 36 0,006
TOTAL 207 198 0,023
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La proportion de femelles pares était plus importante que celles des
nullipares dans tous les villages avec un taux de survie quotidien moyen
de 0,023.

5.5. Situation de la transmission du paludisme
5.5-1. Détermination de ’agressivité (m.a) et de I’indice d’antigéne

sporozoitique (TI)

. Omanuit ETI% O TIE/mois
25 21,43
201
15
10
5 1,92 0,09 1,93
0,025 0,005 0,095 0,18
0 :
3 mois post 5 mois post 7 mois post 3 sem-post 5 mois post
PID1 PID1 PID1 PID2 PID2

Fig. 15 : Moyenne des taux d’agressivité, du taux d’infection et du taux
d’inoculation entomologique par tranche de mois a Koulikoro

(Koula+Karadié¢).

65

These de Pharmacie-2010 Harouna M. Soumaré



These de Pharmacie-2010

Evaluation de I’efficacité de la lambda-cyhalothrine en pulvérisation intra domiciliaire

dans les cercles de Koulikoro et de Bla au Mali

Novembre 08 a Mars 2009=données apres premiére pulvérisation (Aout
2008)
Juillet a Octobre 2009=données aprés la seconde pulvérisation (Juin

2009)

Pendant la premiére pulvérisation, l'agressivité a varié de 0,025 en
Novembre 2008 a 0,005 en Mars 2009 alors que le TI et le TIE étaient

tous nulles.

Cependant, aprés la seconde pulvérisation respectivement en Juillet et
Novembre l’agressivité a variée de 0,095 a 0,009 ; le TI de 1,92% a
21,43% et le TIE de 0,18 a 1,93.

O m.a/nuit B TI/% O TIE/mois
25
19,8
20
15 11,38
10 6,50
5 072 1,74
0,06 0,023 e ’
0 T T T
3 mois post 5 mois post 7 mois post 3 sem-post 4 mois post
PID1 PID1 PID1 PID2 PID2

Fig. 16 : Moyenne des taux d’agressivité, du taux d’infection et du taux
d’inoculation entomologique par tranche de mois a Bla

(Tia+Niala+Bagadadji).

Novembre 08 a Mars 2009=données dapres premiere pulvérisation (Aott
2008)
Juillet a Octobre 2009=données aprés la seconde pulvérisation (Juin

2009)
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Pendant la premiere pulvérisation l’agressivité a varié de 0,06 en
Novembre 2008 a 0,023 en Mars 2009 tandis que le TI et le TIE étaient

tous nulles.

Apreés la seconde pulvérisation l'agressivité a variée de 0,011 en Juillet
a 1,74 en Octobre 2009 et le TI et le TIE respectivement pendant les
mémes mois de 6,50% a 11,38% et de 0,72 a 19,8.

6 .COMMENTAIRES ET DISCUSSION

L’é¢tude proprement dite est 1’évaluation de lefficacité de la lambda-
cyhalothrine en pulvérisation intra domiciliaire dans les cercles de
Koulikoro et Bla.

L’étude a été menée de Novembre 2008 a Novembre 2009.

Les cercles de Koulikoro et Bla ont été choisis car ce sont les deux
cercles ou la PID est conduite et ce sur la base de la prévalence élevée du
paludisme pendant la saison pluvieuse qui s’étend pour 4 mois. Les
villages ont été choisis sur la base de l’accessibilité sur la carte

touristique du Mali.

0 Test d’efficacité biologique sur les moustiques
Le test d’efficacité biologique a été effectué dans tous les villages avec les
cones (cones tests) sur les quatre cotés intérieurs de chacune des cinq
chambres choisis par village dont un céone témoin par chambre.
L’insecticide qui a été utilisé pour la pulvérisation est la lambda-

cyhalothrine de la famille des pyréthrinoides (Iconr10cs).
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Les résultats des tests d’efficacité biologique effectués dans les cing
villages montrent que linsecticide sur les surfaces intérieures traitées
reste encore efficace pour tuer les moustiques a sept mois apres le
premier traitement.

Par ailleurs 'augmentation de la mortalité au mois de Mars par rapport
au deuxiéme passage dans tous les villages pourrait étre due a leffet
couplé de la chaleur et de l'insecticide sur les moustiques.

Au Mali la période Mars-Mai est la plus chaude. Les températures étaient
trés élevées (33 — 42 °C, observations durant ’étude).

Apres la seconde pulvérisation cette activité biologique était faible a Bla a
quatre mois apres la pulvérisation. Il faut noter qu’a part Bagadadji les
mortalités ont augmentés a Tia ainsi qu’a Niala.

Dans le cercle de Koulikoro I’activité biologique était beaucoup plus faible
au deuxiéme passage surtout a Karadi¢ et cela seulement a cinq mois
apres le second traitement. Ce phénomeéne observé dans les cinq villages
lors de la seconde pulvérisation pourrait s’expliquer d'une maniére
générale par le biais de dosage, de manipulation et de 'application lors
de la mise en ceuvre de la technique.

Cependant, il faut noter que dans tous les villages excepté Koula,
certaines maisons ont été remplacées a cause des habitudes de vie qui
pourront expliquer en particulier 'augmentation des taux de mortalités

apres de la seconde pulvérisation.

0 Composition de la population vectrice dans les sites d’étude
L’espéce vectrice rencontrée a été An. gambiae s.l dans l’ensemble des
villages. Sa densité était plus faible voir nulle aprés la premiére
pulvérisation (tableau III, IV et V). Pendant cette période, Tia était le seul
a avoir une densité élevée du fait de la présence dun gite semi

permanent (voir tableau III et IV).
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Cependant, aprés la seconde pulvérisation sa fréquence était élevée par
tous surtout a Tia (tableau VI et VII).
Elle se compose d’An. gambiae s.s et d’An. arabiensis. Ces espéces sont
trouvées en sympatrie (Fontenille et al.,, 2003). Cependant, An. gambiae
s.s prédominait An. arabiensis sur toute l'année. La fréquence de la
forme moléculaire S était supérieure a celle de la forme moléculaire M
apres la pulvérisation (saison séche) alors que M prédominait sur S apres
la seconde pulvérisation (saison pluvieuse) dans l'ensemble des villages.
Touré et al., (1998) ont démontré que la forme M semble
remarquablement adapté au zones d’irrigation et d’inondation et son pic
est beaucoup plus élevé que les autres membres du complexe li€ aux
pluies.

0 Détermination du comportement de piqiire, de la parité et du

taux de survie quotidien

Les parameétres entomologiques calculés a ce niveau ont été faites sur les
moustiques issus des captures de nuit dans tous les villages.
Dans tous les sites d’é¢tudes, la proportion des femelles pares étaient
beaucoup plus importantes avec un taux de survie quotidien trés faible
surtout a Bla. Elle pourrait étre du a l’effet de la pulvérisation.
D’autres parts, les fréquences de piqure a l'intérieur ainsi qu’a 'extérieur
étaient presque identiques dans tous les villages.
Ce comportement de piqure est jusqu’a présent favorable a la
pulvérisation intradomiciliaire.

0 Situation de la transmission du paludisme
Les parameétres entomologiques calculés a ce niveau ont été fait sur les
moustiques issus du spray catch dans tous les villages.
Il ressort de cette étude que dans les cercles de Koulikoro et de Bla a
part l'agressivité qui était trés faible I'TAS et le TIE étaient tous nulles lors

de la premiére pulvérisation. Ces résultats pourraient étre dus a la quasi
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inexistence des gites de production des moustiques en cette période de
I’'année (saisons fraiche et séche) et de 'effet de la pulvérisation.

Cependant, aprés la seconde pulvérisation a par I'm.a qui a diminuer,
I'IAS et le TIE ont subit tous une variation croissante de juillet a
Novembre a Koulikoro et de Juillet a Octobre a Bla; cela est en
concordance avec I’'abondance des pluies et de la diminution de l’activité
insecticide sur les murs. Il faut signaler que le TIE était plus élevé a Bla

du fait de la présence d’un gite semi-permanent a Tia.

Limite de I’étude
-Irrégularité des fonds car le protocole demande un passage mensuel

-Nombres limités de sites.

7 .CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

7-1 Conclusion :

Le but de notre étude était d’évaluer l’efficacité de la lambda-cyhalothrine
en pulvérisation intra-domiciliaire dans les cercles de Bla et de
Koulikoro. Il ressort de cette étude que la pulvérisation était plus efficace
lors de la premiére que lors de la deuxiéme pulvérisation.

Les taux de mortalités moyennes aprés la PID de 2008 étaient de 77% a
Koulikoro et 75% a Bla.

Les taux de mortalités aprés la PID de 2009 étaient de 55,1% a Koulikoro
et 60,80% a Bla.

Les espeéces et formes moléculaires étaient trés faibles aprés la premiére
pulvérisation par contre iles étaient trés éléves aprés la seconde
pulvérisation.

Les parameétres entomologiques étaient tous nulles a part 'agressivité qui
était trés faible lors de la premiére pulvérisation. Ces parameétres étaient

trés élevés aprés la seconde pulvérisation surtout a Bla.
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7-2. RECOMMANDATIONS :

Au terme de cette étude et vue nos résultats nous pouvons formuler les

recommandations suivantes :

*Aux autorités du Mali :

La mise en place effective et rapide de la pulvérisation- intra domiciliaire.
La pérennité et l'extension des activités de la pulvérisation
intradomiciliaire.

De remédier aux lenteurs administratives pour faciliter les activités de

recherche.

*Aux chercheurs :

Une surveillance rigoureuse de 1’évolution de la fréquence du géne kdr
tout au long des opérations de la PID.

Evaluer 'impact de la PID sur la transmission du paludisme.

*Aux populations des sites d’étude :
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De ne pas peindre les surfaces traitées avant six mois aprés la
pulvérisation.

Un vif remerciement pour leur collaboration aux activités de recherche
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ANNEXES

A. Extraction de ’ADN
Chaque moustique a été place dans un tube eppendorf type 1,5ml
contenant 25ul de la solution tampon (flygrinding buffer). A l'aide d’un
pilon stérilise, le moustique a été écrasé et ensuite rince avec autre 25ul
de la solution tampon, puis le schéma suivant a été suivi :
Les tubes ont été place au bain-marie a 65 ¢ pendant 30 mn pour
inhiber l’'acidité des enzymes pouvant détruire ’ADN.
Nous y avons ensuite ajoute 7ul d’acétate de potassium (pH 7.4).
Les tubes ont été incubes a -20 c pendant 30 mn, cette étape
permet de précipiter les protéines.
Apres le meélange a été centrifuge a 14000 tours par minute
pendant 15 mn.
Le surnageant a été récupére dans de nouveaux tubes eppendorf
contenant 100ul d’é¢thanol absolu, I’ensemble a été incube a la
température ambiante pendant 5 mn. L’ajout d’alcool a pour but
de précipiter ’ADN au du tube.
Pour obtenir le culot d’ADN, nous avons centrifuge la suspension a
14000 tour par minute pendant 15 mn pour ensuite verser
I’éthanol absolu et ajouter ’éthanol a 70% pour laver ’ADN.
Les tubes ont été de nouveau centrifuges a 14000 tours par
minute pendant 5 mn, puis l'’é¢thanol 70% a été verse et enfin le
culot d’ADN a été séché a la température ambiante.
L’ADN a été suspendu avec 25ul d’eau stérile et garde a -20 c

jusqu'a utilisation.
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B. Détermination de ’infection des moustiques par ELISA CSP

Mode opératoire:

- mettre individuellement les tétes thorax dans les tubes Eppendorf de
1,5ml ;

- porter les références (date, lieu et méthode de capture, l'espéce
captureée) ;

- ajouter 50 pul de BBNP40 (Nonidetp-40) dans chaque tube ;

- écraser mécaniquement a l'aide de petits pilons et ajouter 200ul de BB
pour obtenir un volume final de 250ul dans les tubes ;

- déposer S0ul de l'anticorps monoclonal non marqué dans chaque puits
d'une plaque de microtitration et laisser incuber pendant 30 minutes a la
température ambiante ;

- aspirer l'anticorps non marqué, mettre 200 pul de BB (Blooking Buffer)
et laisser incuber une heure de temps ;

- Aspirer le BB, puis mettre S0Oul de chaque broyat de moustique dans les
puits correspondants ;

- mettre en méme temps les controles positifs et négatifs dans les puits
correspondants et laisser incuber pendant deux heures,

- aspirer les broyats de moustiques et laver les plaques deux fois avec du
PBS-TWEEN (solution de lavage);

- déposer S0ul d'anticorps monoclonal marqué a la peroxydase dans
chaque puits et laisser incuber pendant une heure;

- aspirer l'anticorps monoclonal marqué et laver trois fois les plaques
avec du PBS-TWEEN;

- gjouter 100ul de substrat révélateur (substrat ABTS) par puits;

79

These de Pharmacie-2010 Harouna M. Soumaré



Evaluation de I’efficacité de la lambda-cyhalothrine en pulvérisation intra domiciliaire
dans les cercles de Koulikoro et de Bla au Mali

- faire la lecture visuellement a partir de la coloration aprés 30 a 60
minutes: les puits de la plaque colorés en vert contiennent les

moustiques positifs.

Préparation des solutions :

- Solution de lavage (PBS Tween) :

- dissoudre 9,65g de PBS dans 1000ml d'eau distillée et ajouter 500ul de
Tween 20.

Solutions des controles positifs :

- Dissoudre 25ug de réactif dans 25ul d'eau distillée,

- Tube I: mettre Sul de la solution de contréle dans 500ul de BB,

- Tube II: mettre 10ul du tube I dans 1000ul de BB,

- Tube III: mettre 10ul du tube II dans 500ul de BB.

Solution d'anticorps monoclonal non marqué

Prendre pour une plaque 5Sml de PBS et ajouter 20ul d'anticorps.
Solution d'anticorps monoclonal marqué

Prendre pour une plaque 5Sml de BB et ajouter 10ul d'anticorps.

Solution révélatrice

Pour une plaque prendre Sml de 'ABTS peroxydase substrat et Sml de
peroxydase solution B les mélanger assez bien par l'agitateur. Solution
BBNP40: faire le mélange de 5Sml de BB plus 25ul de NP40 et avec
l'agitateur agiter pendant 15mn.

Solution de BB (Blocking Buffer) pour 1 volume de 500ml:

- 11 faut:

2,5g de caséine (0,5%),

50ml de NaOH (0,1N),

450ml de PBS (PH=7),

0,05g de Thimersol,

0,01g de phénol rouge.
80

These de Pharmacie-2010 Harouna M. Soumaré



Evaluation de I’efficacité de la lambda-cyhalothrine en pulvérisation intra domiciliaire
dans les cercles de Koulikoro et de Bla au Mali

- Prendre 100ml de NAOH a 0,1N plus Sg de caséine et faire bouillir
I'ensemble tout en agitant le mélange,

- une fois en ébullition arréter le chauffage et ajouter petit a petit 900ml
de PBS tout en agitant doucement,

- ajouter ensuite le Thimersol et le phénol rouge et laisser refroidir,

- le PH est ensuite ajusté a 7,4 par addition de goutte de HCI.
-Révélateur a la peroxydase : pour une plaque, prendre Sml de la

solution de peroxydase A et Sml de la solution de peroxydase B.

C. Identification des espéces et des formes moléculaires d’An.
gambiae s.1. par PCR

Procédure.
- Numeéroter les tubes PCR (0.2ml) correspondant au nombre de
moustiques a traiter.
- Mettre dans chaque tube une patte de moustique tout en prenant
soin de relever dans un registre les références (étiquette) du
moustique devant le numéro qui lui correspond.
- Mettre dans chaque tube 24ul de mixture et s’assurer que la patte
est complétement submergée dans la mixture.
- Utiliser un controle positif pour M, A, S et un contréle négatif.
- Placer les tubes a —20° et attendre a ce que la solution se congéle.

-Programmer la machine (programmable thermal Controller) au
cycle d’amplification et attendre 94°C. Introduire les micros
tubes (0.2) contenant les réactifs nécessaires aux différentes

réactions, puis lancer la machine.

- Attendre a ce que la machine affiche sur I’écran FOR EVER ou 4°.
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Tableau :

- Reprogrammer la machine a 37°C et ajouter 0.65ul de 'enzyme de

digestion Hha I et attendre 6 heures avant de les faire migrer a

I’électrophorése ou bien de les garder a 4°C pour une migration

prochaine.

Composition des réactifs nécessaires pour la mixture a

I'identification des espéces et des formes moléculaires d’An. gambiae s.L.

Cycle d’amplification

94 °C pendant 7mn
94 °C pendant 30 s
50 °C pendant 30 s
72°C pendant 30 s

72°C pendant 7mn

1.

a ok wb

Réactifs Concentrations Concentrations
initiales finales

PCR

buffer(tampon) 10X 1X

dNTPs 10 mM 0.2 mM

Mgcl2 50 mM 2.5 mM

GA 20 ng/ul 6.25 ng

AR 20 ng/ul 18.75 ng

UN 20 ng/ul 12.5 ng

Taq polymerase 5SU /ul 09U
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6. 4°C température de conservation des amplifiants

Ce cycle est répété 29 fois a partir de ’étape 2.

8.2 Séquence nucléotidique des différentes amorces pour l'identification

des espéces et formes moléculaires

AG (gambiae) 5-CTGGTTTGGTCGGCACGTTT - 3’
AR (arabiensis) 5-AATTGTCCTTCTCCATCCTA - 3’
UN (universel) 5’ -GTGTGCCCCTTCCTCGATGT- 3’

8.3 Electrophorése de L’ADN

8.3.1 Préparation du Gel et Interprétation des bandes

Nous avons préparé un gel d’agarose a 2% sur lequel 10ul d’ADN
meélangés a 2ul de Dye (100ml d’H20 stérile + 46g de sucrose + 0.25g de
bleu de bromophenol) ont été logé par puits.

La migration a été conduite dans un bac electrophoretique a l'aide d’'un
générateur (Electrophoresis power supply-EPS301) sous un courant de
150 volts pendant 1 heure.

Aprés migration, les bandes ont été visualisées sous une lampe UV et
photographiées a 'aide d'une camera quik shooter (IBI, model QSP/Hood
# 14, catalog N° 46420).

L’'interprétation a consisté a identifier les espéces et leurs formes
moléculaires par comparaison de leur taille en base paire (bp) a celle du
marqueur moléculaire (100 bp DNA Ladder, Invitrogen Ready load).

Ainsi on a : 367 bp (An. gambiae forme M), 257 bp (An. gambiae forme
S), 292 bp (An. arabiensis).
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Figure 8: identification des espéces et formes moléculaires sur un
gel d’agarose.

Légende

1 : Marqueur moléculaire 100bp ; 2 : Contréle positif forme M (espéce A)

3 : Contréle positif d’An. arabiensis (espéce B) ; 4 : Controle positif forme S (espece A)
5, 10 : An. Arabiensis (espéce B) ; 6, 11 : forme M (espéce A)

7,8,9, 12 : forme S (espéce A)

13 : Contréle négatif.

D. Fiche de spray-catch

CAPTURE DANS LES HABITATIONS HUMAINES

LOCALITE: METHODES DE CAPTURES: spray catch
DATE: NOMBRE DE CASES PROSPECTEES
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Espéces capturées

N°Case | Type | Propriétaire | Nombre de | Jeun | Gorgé | Semi- Gravide | Total. | Chef
Case dormeurs gravide concession
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Fiche signalétique

Nom : SOUMARE

Prénom : HAROUNA MASSIRE

Titre : Evaluation de ’activité de la lambda-cyhalothrine en pulvérisation
intra-domiciliaire dans les cercles de Koulikoro et de Bla

Année de soutenance : 2010

Ville de soutenance : Bamako

Pays d’origine : Mali

Lieu de dépot : Bibliothéque de la FMPOS

Résumeé.

La présente étude avait pour but d’évaluer ’activité de la lambda-
cyhalothrine en pulvérisation intra-domiciliaire dans les cercles de
Koulikoro et de Bla.

Il ressort de cette étude que la lambda-cyhalothrine est efficace en
pulvérisation intra-domiciliaire aprés une période de sept mois.
Cependant, aprés la seconde pulvérisation cette efficacité était faible.
An. gambiae s.s. était 'espéce majoritaire rencontrée par rapport a An.
arabiensis dans tous les sites d’é¢tude. Parmis An. gambiae s.s. la
fréquence de la forme moléculaire M était plus élevée (93,22) que la

forme S (6,78).
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Le taux d’inoculation entomologique était nulle apres la pulvérisation de
2008 tandis qu’apres la pulvérisation de 2009 il était faible a Koulikoro

(1,93) et trés élevés a Bla (19,8).

Cependant, les moustiques utilisés pour I’évaluation de l’efficacité de la

lambda-cyhalothrine étaient issus de I’élevage a l'insectarium (souche

Kissumu).
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SERMENT DE GALIEN

En présence des maitres de cette Faculté, des conseillers de l'ordre des

Pharmaciens et de mes chers condisciples, devant l’effigie de Galien, je

promets et je jure, au nom de ’€tre supréme:

» D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de
leur témoigner ma reconnaissance en restant fidéle a leur

enseignement ;

» D’exercer dans l'intérét de la santé publique ma profession, avec
conscience et de respecter non seulement la législation en vigueur
mais aussi les regles de l’honneur, de la probité et du

désintéressement ;

» De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le
malade et sa dignité humaine. En aucun cas, je ne consentirai a
utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les moeurs et

favoriser les actes criminels.

» Respectueux et reconnaissant envers mes maitres, je rendrai a leurs

enfants l'instruction que j’ai recue de leurs péres.

» Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes

Promesses.

» Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres si jy

manque.

Je le jure !
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